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V diplomové práci byly studovány solubilizaní schopnosti polysacharid, které byly 
pedstavovány alkylovými deriváty kyseliny hyaluronové, pomocí hydrofóbních solut 
(Sudan Orange G, Sudan Red G, (±)-α-tokoferol, pyren, perylen, Nilská erve). Nejdíve 
bylo zkoumáno chování jednotlivých solut v prostedích s rznou polaritou (methanol, 
1-propanol, chloroform, cyklohexan, n-heptan) a iontovou silou (voda, 0,1 M a 0,4 M NaCl). 
Poté byly zkoumány schopnosti modelového systému dodecylsíranu sodného solubilizovat 
tyto hydrofóbní látky uvnit micel. Zajímala nás solubilizaní kapacita, která byla definovaná 
jako mol solublilizované látky na mol micel tenzidu, odpovídající stavu nasycení micel. 
V pípad solubilizace (±)-α-tokoferolu v micelách SDS nebylo možné urit solubilizaní 
kapacitu, proto jsme pešli na urování obecnjší solubilizaní síly, která je definovaná jako 
mol solubilizované látky na mol tenzid. Tato hodnota je vztažena na píslušné množství 
solubillizující látky pi stavu nasycení micel. Modelový systém tenzidu dodecylsíranu 
sodného byl volen proto, protože se jedná o jednoduchý tenzid nesoucí záporný náboj stejn 
jako alkylové deriváty hyaluronanu, který formuje unimolární micely a hodntoty kritické 
micelární koncentrace a agreganího ísla ve zvolených prostedích jsou tabelovány. Hlavní 
podstatou práce bylo stanovení vlastností hydrofóbních domén alkylových derivát 
hyaluronanu jako volné místo pro zalenní hydrofóbních látek v prostedích s rznou 
iontovou silou. Kritické agreganí koncentrace byly stanoveny pomocí fluorescenní sondy 
pyrenu a jeho metody pomru 1:3. Pro výzkum mikropolarity domén derivát hyaluronanu 
byly zvoleny dv koncentrace derivát. Jedna tsn nad stanovenou kritickou agreganí 
koncentrací a druhá o nco vyšší. Byl zkoumán vliv koncentrace pyrenu na mikropolaritu 
domén. Zjistili jsme vliv koncentrace pyrenu. Na druhou stranu jsme našli stabilní oblast 
koncentrací, které mikropolaritu neovlivují. Nakonec jsme zkoumali vliv pípravy roztok 
derivát hyaluronanu na mirkopolaritu prostedí pomocí zvolené koncentrace pyrenu 
odpovídající stabilním oblastem. Studium solubilizaních vlastností derivát hyaluronanu 
není jednoduché, jak jsme pedpokládali. Pi mení absorbancí prostedí o vyšších 
koncentrací hyaluronanu, kdy jsme pedpokládali nasycení micel solubilizovanou látkou 
psobilo rušiv, že zastiovalo mení absorbance solubilizovaných látek. Z experimentu 
solubilizace s látkou Sudan Red G jsme zjistili, že nedocházelo k jeho solubilizaci v micelách 
derivátu hyauronanu z  efektu nízké lipofility micelárního jádra a pípadných sterických 
efekt. Proto jsme zvolili perylen jako další solubilizující látku. Pi solubilizaci perylenu jsme 
z emisních spekter našli nasycení micel a proto jsme mohli pro danou koncentraci perylenu 
vyjádit solubilizaní sílu derivát hyaluronanu. Cílem celé práce bylo stanovit optimální 
zpsob pípravy roztok derivátu hyaluronanu, aby zabezpeoval požadovanou úrove 
solubillizace. 
ABSTRACT 
 In this diploma thesis were studied solubilization properties of polysaccharides by using 
hydrophobic solutes (Sudan Orange G, Sudan Red G, (±)-α-Tocopherol, Pyrene, Perylene, 
Nile red), which were represented by alkyl derivates of hyaluronan. At first, a behaviour 
of individual hydrophobic solutes was investigated in variously polar solvents (Methanol, 
1-Propanol, Chloroforme, Cyklohexane, n-Heptane) and in the environment of varying ionic 
strength (water, 0.1 M and 0.4 M NaCl). Afterwards, solubilization properties of Sodium 
Dodecyl Sulfate model solubilizated the hydrophobic solutes into a core of micelles was 
examinate. We were interested in the solubilization capacity as the mol of solubilized 
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molecules per mol micelles of surfactant corresponding with a state of micelles saturation. 
In the case of the solubilization of (±)-α-Tocopherol into the core of micelles, it was not 
possible to determine the solubilization capacity. So we changed the determination 
of universally solubilization power. The solubilization power is defined as mol of molecules 
solubilized per mol surfactant relative to the quantity solubilizate at the micelles saturation. 
Model system of  Sodium Dodecyl Sulfate as a simple surfactant carrying a negative charge 
as the alkyl derivates of hyaluronan was selected bacause of its characteristics.The surfactant 
forms unimolar micelles and its critical micelle concentrations and aggregation numbers are 
tabelated for the investigated microenvironment. The main aim of the study was investigating 
of hydrophobic domains of alkyl derivates of hyaluronan as free places for incorporation 
hydropbobic solutes in the microenvironment of varying ionic strength. The critical 
aggregation concentrations were determined by the Pyrene 1:3 ratio method. For the research 
of micropolarity of alkyl derivates hyaluronan’s domains were selected two concentrations 
of derivates for the next research of solubilization experiments - the first concentration near 
the critical aggregation concentration and the second concentration above it. The effect 
of concentration of Pyrene on a core polarity of derivates was investigated. We discovered the 
influence of the concentration and the other we found a stationary area of the concentration. 
In the end we investigated the influence of preparation of solutions of derivates of hyaluronan 
on the core polarity by the concentration of pyrene which corresponds to the stationary area. 
The study of solubilization properties of alkyl derivates of hyaluronan is not a simple case as 
we assumed. When we measured spectra of the absorbance, higher concentration of derivates 
of hyaluronan belittle absorbance of solubilizates. At the experiment of solubilization with 
Sudan Red G we found out that Sudan Red G is not able to solubilizate into the hydrophobic 
core of micelles of hyaluronan’s derivates because of lipophilic or steric effects. We had 
to change Perylene as a new solubilizate. From the measured emission spectra we found 
saturation micelles. We can express the solubilization power of hyaluronan’s derivates for the 
concentration of Perylene. The main aim of the diploma thesis was to determine optimal way 
of the preparation of hyaluronan’s derivates solutions with required degree of solubilization. 
KLÍOVÁ SLOVA 
 hyaluronan, hydrofóbní soluty, polymerní micely, solubilizace, solubilizaní kapacita, 
UV-VIS spektroskopie, fluorescenní spektroskopie 
KEYWORDS 
 hyaluronan, hydrophobic solutes, polymer micelles, solubilization, solubilization capacity, 
UV-VIS spectroscopy, fluorescence spectroscopy 
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 Diplomová práce je zamena na studium solubilizaních schopností vodných roztok 
alkylových derivát hyaluronanu, protože se stal slibným polymerním nosiem léiv 
pedevším díky jeho afinit k receptoru CD 44. Obecn by nosie léiv mly umožnit 
prodlouženou cirkulaci úinných látek v krevním eišti, ízenou aktivaci a selektivní úinek 
zamený na cílovou tká a tím omezit nežádoucí úinky terapie, zajistit rozpustnost ve vod 
nerozpustným aktivním látkám i potlait odolnost cílové tkán k léivu. Existuje mnoho typ 
nosi, avšak nejvtší pozornost se zamuje na vývoj nosi kancerostatik a to pedevším 
z dvod vysoké spoleenské závažnosti nádorových onemocnní, která je dána jejich astým 
výskytem, dodnes mnohdy s málo úinnou lébou. Polymerní nosie léiv pedstavují zcela 
nový postup pi léení zhoubných nádor. Umožují cílen dopravit aktivní látku 
na požadované místo bez toho, aby nepízniv ovlivnila ostatní ásti tla. 
 Fluorescenní metody se stále více používají nejen v biochemickém a biofyzikálním 
výzkumu, ale i v klinické chemii, genetických analýzách, monitorování prostedí a dalších 
oborech. Moderní metody výzkumu fluorescenní spektroskopie jsou založeny 
na fluorescenních sondách. Jedná se o nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktue 
vážou nekovalentn a asto pitom mní své fluorescenní vlastnosti. Volba fluorescenní 
sondy je klíovou souástí experimentu, nebo práv její vlastnosti umožují získat potebné 
informace. Je známo nepeberné množství fluorescenních sond. Jejich výhodou je to, že se 
jedná o malé molekuly, které díky svým vlastnostem mohou penetrovat do nejrznjších míst 
studované struktury, kde reagují na vlastnosti prostedí. Píkladem mohou být polaritní 
fluorescenní sondy, které reagují na zmnu polarity. Toho se využívá v koloidní chemii 
pi studiu agregát, pesnji jejich hydrofóbních oblastí. 
 V úvodu teorie je krátce pojednáno o tenzidech, z dvodu použitého modelového systému 
pedstavovaného dodecylsíranem sodným pro studium solubilizace. Poté je naznaena 
problematika polymerních micel z hlediska jejich využití jako potenciální nosie léiv, mezi 
které patí také deriváty hyaluronanu. Následuje charakteristika solubilizace a použitých 
technik mení. V neposlední ad je souástí práce experimentální ást na téma solubilizace 
polysacharid, které pedstavují alkylové deriváty a jejich výsledky a diskuze. 
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2 TEORETICKÁ ÁST 
2.1 Asociativní koloidy 
 Asociativní koloidy jsou soustavy, které tvoí nízkomolekulární látky a jejich agregáty. 
Mezi jednoduché nízkomolekulární látky tvoící agregáty patí tenzidy. Jedná se o povrchov 
aktivní látky využívané v prmyslu i v teoretickém výzkumu. Patí k nejvšestrannjším 
produktm chemického prmyslu. Mají vlastnosti emulganí, pnící, smáecí, istící 
nebo stabilizaní. Mohou to být detergenty (praní, umývání, ištní), léky i motorové oleje 
(automobily). V posledním desetiletí došlo k rozšíení jejich využití v oblastech vysplé 
technologie jako je elektronický tisk, magnetický záznam, biotechnologie, mikroelektronika, 
výzkum vir apd. [1]. 
 
2.1.1 Vlastnosti, struktura a dlení tenzid 
 Tenzidy jsou rznorodé chemické látky, které mní energetické pomry na fázovém 
rozhranní, což se projevuje snížením povrchového naptí rozpouštdel a adsorpcí monomeru 
tenzidu na fázovém rozhranní. Mají asocianí schopnosti. Pi urité koncentraci jejich 
monomery asociují za vzniku vtších agregát – micel [2]. Tyto základní vlastnosti jsou dány 
jejich charakteristickou molekulární strukturou obsahující dv ásti (Obr. 1). První ást 
molekuly interaguje s rozpouštdlem velmi málo (lyofóbní) a druhá ást molekuly hodn 
(lyofilní). Tato struktura se obecn oznauje jako amfipatická nebo amfifilní. 
 Jestliže jsou molekuly amfipatické struktury rozpuštné v rozpouštdle, lyofóbní skupiny 
mohou deformovat strukturu rozpouštdla a tím zvyšovat volnou energii systému. Dojde-li 
k deformaci struktury rozpouštdla, minimalizuje se kontakt mezi lyofóbní skupinou 
a rozpouštdlem. Pokud tenzid rozpouštíme ve vodném prostedí, lyofóbní (hydrofóbní) 
skupina deformuje strukturu vody perušením vodíkových mstk mezi molekulami vody 
a dochází k vyleování vody z okolí hydrofóbní skupiny. Výsledkem této deformace jsou 
hydrofóbní skupiny nkterých molekul tenzidu vypuzovány na rozhranní systému a tím 
minimalizují kontakt s molekulami vody. Povrch vody se pokrývá vrstvou molekul tenzid, 
jejichž hydrofóbní skupiny jsou pevážn orientovány smrem do plynné fáze. Pítomnost 
lyofilní (hydrofilní) skupiny zamezuje úplnému vylenní tenzidu z rozpouštdla a tím vzniku 
nové fáze. Amfipatická struktura tenzidu ovlivuje nejen koncentraci tenzidu pi povrchu 
a snížení povrchového naptí vody, ale také orientaci molekul pi povrchu s hydrofilní ástí 
ve vodné fázi a hydrofóbní ástí orientovanou do plynné fáze [1]. 
 Hydrofilní skupinou mže být hydroxidová (-OH), karboxylová (-COOH) nebo sulfonová 
skupina (-OSO3H). Hydrofóbní skupinou je nejastji zbytek uhlovodíkového etzce. Mén 
asto se jedná o halogenovaný nebo okysliený uhlovodíkový i siloxanový etzec [2]. 
 
Obr. 1 Obecné schéma tenzidu. 
 
lyofilní ást  lyofóbní ást 
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 V závislosti na povaze hydrofilní skupiny, její schopnosti disociovat ve vodném prostedí, 
jsou tenzidy klasifikovány do skupin:  
1.  Anionaktivní. Povrchov aktivní ást molekuly nese negativní náboj. Píkladem mže být
 RCOO−Na+ (mýdlo) 
2.  Kationaktivní. Povrchov aktivní ást nese pozitivní náboj. Píkladem mže být RNH3+Cl−
 (soli nebo dlouhé etzce aminu) 
3.  Amfoterní. Povrchov aktivní ást nese pozitivní i negativní náboj. Píkladem mže být
 RN+H2CH2COO− (dlouhý etzec aminokyseliny) 
 4. Neiontové. Povrchov aktivní ást nemá žádný náboj. Píkladem mže být  
 RCOOCH2CHOHCH2OH (monoglycerid nebo dlouhý etzec mastné kyseliny) [1] 
 
2.1.2 Vliv hydrofóbní skupiny na vlastnosti tenzidu  
 S rostoucí délkou hydrofóbní skupiny dochází k: 
• snížení rozpustnosti tenzidu ve vod 
• zvýšení rozpustnosti v organických rozpouštdlech 
• uzavenjšímu uspoádání molekul tenzidu na fázovém rozhranní 
• nárstu tendence tenzidu k adsorbci na rozhranní nebo z agregát (micel) 
• zvyšování teploty tání tenzidu 
• vtší tendence k formování fáze tekutých krystal v roztoku 
• nárstu senzitivity tenzidu (iontového) pi srážení s párovým iontem ve vod [1]. 
 
 Vtvená nebo nenasycená hydrofóbní skupina má za následek:  
• zvýšení rozpustnosti tenzidu ve vod nebo v organických rozpouštdlech (ve srovnání  
 s nevtveným etzcem a s nasyceným izomerem) 
• snížení teploty tání tenzidu a adsorbovaného filmu  
• volnjší uspoádání molekul tenzidu na fázovém rozhranní 
• zabraování formování fáze tekutých krystal v roztoku 
 nebo mže: 
• zpsobit oxidaci a barevnou formaci nenasycených slouenin 
• snížit biodegradabilitu u slouenin s rozvtvenou strukturou 
• zvýšit tepelnou nestabilitu [1]. 
 
 Pítomnost aromatického jádra mže:  
• zvýšit adsorpci tenzidu na polárním povrchu  
• snížit jeho biodegradabilitu 
• zpsobit volnjší uspoádání molekul tenzidu na fázovém rozhranní [1]. 
 
2.1.3 Dodecylsíran sodný (SDS) 
 Dodecylsíran sodný (Obr. 2), CAS: 151-21-3, je typickým pedstavitelem anionaktivního 
tenzidu. Jeho relativní molekulová hmotnost Mr je 288,38 a teplota tání tt je 204–207 °C [3]. 
Molekula SDS obsahuje dvanácti uhlíkový etzec, na který je navázaná síranová skupina. 
Tato struktura dává molekule SDS amfifilní vlastnosti, které jsou pro tenzidy charakteristické. 
Díky jeho pnícím schopnostem je pítomný v domácích prostedcích. Píkladem mohou být 
zubní pasty, šampóny, holící pny, pny do koupele a další. Jako všechny istící tenzidy, 
odstrauje tuk z kže a mže zpsobit podráždní kže a oí [4].  
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 SDS najde uplatnní nejen ve spotebním prmyslu, ale také ve výzkumu. Jedná se o jeden 
z nejprobádanjších tenzid. V tabulkách pro nj mžeme najít nejrznjší konstanty (Tab. I). 








Obr. 2 Molekula SDS. 
 
Tab. I Tabelované hodnoty agreganího ísla a CMC pro SDS pi 25 °C [1]. 
Prostedí Agreganí íslo CMC [mol L−1] 
H2O 80 8,20 · 10−3 
0,1 mol L−1 NaCl 112 1,62 · 10−3 
0,2 mol L−1 NaCl 118 8,30 · 10−4 
0,4 mol L−1 NaCl 126 5,20 · 10−4 
 
 
2.2 Asociativní micely 
 Micely jsou koloidn disperzní ástice, které vznikají agregací amfifilních molekul 
nkterých nízkomolekulárních látek – tenzid z jejich pravých roztok po dosažení urité 
koncentrace zvané kritická micelární koncentrace – CMC (Critical Micellar Concentration). 
Nepotebují stabilizaci, jejich velikost a koncentrace je urena okamžitými stavovými 
veliinami [5]. 
 Formování micel je dležitý jev nejen z velkého množství povrchový jev závislých 
na existenci micel v roztoku (detergence a solubilizace), ale také z dvodu ovlivování 
dalších povrchových jev, které nepímo souvisí s micelami (snížení plošného 
nebo povrchové naptí). Micely se stávají pedmtem velkého zájmu organické chemie 
a biochemie nejdíve z dvodu jejich neobvyklé katalýzy organických reakcí, pozdji 
z dvodu podobnosti s biologickými membránami a globulárními proteiny [1]. 
 
2.2.1 Kritická micelární koncentrace (CMC) 
 Pidáváme-li tenzid do rozpouštdla, sorbuje se na fázovém rozhranní kapalina-plyn. 
Pi urité koncentraci tenzidu, kdy je monomolekulární vrstva na fázovém rozhraní pln 
obsazená se zaíná projevovat jeho amfifilní charakter a dochází agregaci 
do nadmolekulárních celk – micel, piemž polární asti molekul jsou orientované 
do polárního rozpouštdla a nepolární ásti jsou orientovány smrem dovnit micely (Obr. 3). 
Tato koncentrace je pro každý tenzid jiná a nazývá se kritická micelární koncentrace – CMC. 
 Pi CMC se v dsledku vzniku micel mní mnohé fyzikáln-chemické vlastnosti roztok 
tenzid, jako je hustota, osmotický tlak, viskozita, molární vodivost a další. Z výsledk 
mení takových vlastností mže být stanovena nejen CMC, ale i molární hmotnost micel, 
jejich agreganí ísla a náboj. Nejastji je CMC stanovována ze zlomu závislostí elektrické 
vodivosti, povrchového naptí a rozptylu svtla. Hodnoty CMC, stanovené z koncentraních 
závislostí rzných veliin nemusí však být úpln shodné, protože vlastnosti systému jsou 
tvorbou micel ovlivovány rzným zpsobem [6]. 
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Obr. 3 Schéma agregace molekul tenzidu do micel. 
 
 
2.2.2 Faktory ovlivující hodnotu CMC ve vodném prostedí 
 Mezi faktory ovlivující hodnotu CMC ve vodném prostedí patí struktura tenzidu, 
pítomnost pidaného elektrolytu v roztoku, pítomnost rzných organických látek v roztoku, 
teplot a tlaku. 
 
 Struktura tenzidu 
 Struktura tenzidu ovlivuje hodnotu CMC jak hydrofóbní, tak hydrofilní skupinou. Obecn 
hodnota CMC ve vodném prostedí klesá s rostoucím hydrofóbním charakterem tenzidu. 
 S rostoucí délkou etzce CMC klesá. Rozvtvení uhlovodíkového etzce, pítomnost 
dvojných vazeb, polární substituce v alkylovém etzci a pemístní iontové skupiny od konce 
do stedu etzce vedou ke zvýšení CMC, zatímco pipojení benzenového jádra k alkylovému 
etzci vede ke snížení [7]. Cis-izomery mají vyšší CMC než trans-izomery [6]. 
 Vliv hydrofilní skupiny na CMC je dán její povahou a zejména nábojem. Pi stejné délce 
uhlovodíkového etzce je CMC neionogenních tenzid nižší než ionogenních. Hodnoty CMC 
neionogenních tenzid znan závisí na rozmrech a povaze hydrofilní skupiny, 
u ionogenních tenzid jsou mezi rznými hydrofilními skupinami malé rozdíly [7]. Tenzidy 
obsahující více než jednu hydrofilní skupinu vykazují vyšší CMC než tenzidy s ekvivalentní 
hydrofóbní skupinou avšak s jednou hydrofilní [6]. 
 Tenzidy s objemnou hydrofóbní nebo hydrofilní skupinou mají vyšší CMC než stejné 
s mén objemnou skupinou. Nárst CMC u tenzid s objemnou hydrofóbní skupinou je 
pravdpodobn zpsoben obtížností zalenní této hydrofóbní skupiny do nitra sférické 
nebo cylindrické micely [6]. 
 Vliv protiiont vzniklých disociací u ionogenních tenzid na hodnotu CMC závisí 










 Vliv elektrolytu na hodnotu CMC je více výrazný pro aniontové a kationtové tenzidy než 
amfoterní a více výrazný pro amfoterní než neiontové tenzidy [6]. Jednoduché anorganické 
elektrolyty snižují hodnotu CMC a to tím více, ím vyšší je koncentrace elektrolytu a ím 
vyšší je mocenství opan nabitého iontu [7]. 
 
 Organické látky 
 Pítomnost neelektrolyt se projevuje rzn. Nap. lineární alkoholy s dlouhým etzcem 
snižují CMC tím více, ím vyšší je koncentrace alkoholu a délka alifatického etzce. 
Nepolární látky mají na CMC vtšinou malý vliv [7]. 
  
 Teplota a tlak 
 S rostoucí teplotou se hodnota CMC mže zvyšovat (obvykle u kationogenních 
micelárních koloid) nebo snižovat (obvykle u neionogenních typ) a teplotní závislost CMC 
mže vykazovat i zetelné minimum.Vliv tlaku na CMC je pomrn malý i v oblastech velmi 
vysokých tlak [7]. 
 
2.2.3 Krafftova teplota 
 Další nezbytnou podmínkou vzniku micel z aniotových i kationtových tenzid je, 
aby teplota systému byla vyšší než tzv. Krafftova teplota (Krafftv bod). Na kivce závislosti 
pozorované rozpustnosti tenzidu na teplot (Obr. 4) se poátek tvorby agregát projeví 
zetelným zlomem odpovídajícím Krafftov teplot. Zatímco pod Krafftovou teplotou je 
rozpustnost tenzidu ve vod nepatrná, menší než píslušná CMC, nad touto teplotou 
pozorovaná rozpustnost tenzidu ve vod v dsledku tvorby agregát výrazn vzrstá (asto 
i o nkolik ád). Vzhledem k tomu, že se v pípad aplikací tenzid obvykle pracuje 
pi teplotách zeteln vyšších než je Krafftova teplota, uvádí se vtšinou jako nutná podmínka 
vzniku agregát pouze pekroení CMC. Krafftova teplota odráží rozdíly mezi energií tenzidu 
v krystalickém stavu a ve stavu agregát v roztoku. Proto závisí významn na struktue 
tenzidu, zejména na potu, délce a vtvení hydrofobní ásti, na pítomnosti dalších polárních 
segment v molekule apod. U neiontových tenzid je analogií Krafftovy teploty tzv. bod 
zákalu [8]. 
 
Obr. 4 Závislost rozpustnosti tenzid a kritické micelární koncentrace na teplot. Kde TK je 











2.2.4 Tvar micel 
 Tvar micel vytvoených ve vodném prostedí je dležitý k urování rzných vlastností 
roztok tenzid (viskozita, solubilizaní kapacita ve vod nerozpustného materiálu, bod 
zákalu). Zmnou teploty, koncentrace tenzidu, písad ve vodné fázi a strukturní skupiny 
tenzid dochází ke zmnám velikostí, tvaru a agreganího ísla micel Nagg (poet molekul 
tenzidu tvoící micelu daného tenzidu v daném rozpouštdle) se strukturní zmnou 
ze sférického pes tyovitý až lamelární tvar. 
 Typ vznikajícího agregátu závisí na vzájemném pomru velikosti a tvaru hydrofobní 
a hydrofilní ásti molekuly tenzidu, který se kvantitativn vyjaduje pomocí bezrozmrné 
veliiny nazvané kritický "pakovací" parametr CPP (Critical Packing Parametr) (Obr. 5), 







= , (1) 
 
kde VH je objem obsazený hydrofóbními skupinami v jádru micely, lc je efektivní délka 
hydrofóbní skupiny v jádru micely a a0 je plocha prezu hydrofilní ásti na fázovém 
rozhranní micela – rozpouštdlo (Obr. 5) [1]. 
 
 
Tab. II Hodnoty CPP a odpovídající struktury micel [1]. 
CPP Struktura micely 
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2.3 Polymerní micely 
 Polymerní micely jsou zvláštní skupinou micel. Formují se z kopolymer, které obsahují 
jak hydrofilní tak hydrofóbní monomerní jednotky (Obr. 6). Amfifilní dvoj-blokové (AB-typ) 
a troj-blokové (ABA-typ) kopolymery s dlouhým hydrofilním blokem pevyšující hydrofóbní 
bloky mohou ve vodných roztocích formovat sférické micely. Tyto polymerní micely jsou 
složené z jádra hydrofóbních blok stabilizovaných korónou hydrofilních polymerních 
etzc. Jestliže je hydrofilní blok dlouhý a souastn objemný, kopolymer, který je tvoen 
tímto hydrofilním blokem, ve vod existuje jako unimer, zatímco kopolymery s dlouhými 
hydrofóbními bloky formují struktury nemicelární morfologie (tyovité, lamelární struktury). 
Krom blokových kopolymer mohou polymerní micely formovat tzv. „Graft“ kopolymery, 
které vznikají roubováním hydrofilních a hydrofóbních blok. Základ tvoí hlavní etzec, 
který je obvykle lineární, na který jsou navázány boní vtve ze strukturn odlišných etzc 
[9]. Píkladem „Graft“ kopolymer mohou být deriváty kyseliny hyaluronové. 
 Hlavní hnací síla micelizace je pokles volné energie systému, díky pemístní 
hydrofóbních ástí z vodného prostedí pi formaci micelárního jádra stabilizovaného 
hydrofilními bloky smrujícími do vody. Stabilita polymerních micel významn závisí 
na van der Waalsových interakcích mezi hydrofóbními a hydrofilními bloky. Polymerní 
micely jsou obvykle více stabilní ve srovnání s micelami tvoenými konvenními tenzidy [9]. 
 Z farmakologického hlediska jsou nejzajímavjší ty polymerní micely, které jsou 
formovány  dvoj-blokovými a troj-blokovými kopolymery. Píkladem dvoj-blokových 
kopolymer mže být Poly(ethylene oxid)-b-poly (styrene) a Poly(ethylene oxid)-b-
poly(D, L-lactide), troj-blokových kopolymer Poly(ethylene oxid)-b-poly(propylene oxid)-b-
poly(ethylene oxid). Hydrofilní bloky tchto kopolymer asto obsahují polyethylenglykolové 
etzce – PEG, protože polymer PEG je vysoce hydratovaný a mže se použít jako úinný 
prostorový protektor rzných ástic (micely, liposomy, nanoástice a nanokapsle) 
v biologických prostedích. Troj-blokové kopolymery tvoené hydrofilními ehtylenoxidovými 
jednotkami s hydrofóbními propylenovými jednotkami (polymery známé jako pluronics) jsou 
nejznámjší píklady farmaceutických troj-blokových kopolymer [9]. Polymerní micely 
založené na hyaluronanu, které patí do skupiny  Graft“ kopolymer, v posledních dvou letech 
zaznamenávají nárst. Tyto polymerní micely jsou tvoeny amfifilními deriváty hyaluronanu. 
 
2.3.1 Polymerní micely jako nosie léiv 
 Polymerní micely mohou sloužit jako nosie léiv, piemž poskytují adu výhod. V první 
ad efektivn solubilizují ve vod nerozpustné léiva, zvyšují jejich biologickou dostupnost 
a chrání zalenná léiva ped dezaktivací biologickým prostedím. V druhé ad mohou 
setrvávat v obhu dostaten dlouhou dobu, která poskytuje akumulaci a dále mohou sloužit 
pro cílený transport pipojováním specifických ligand na jejich povrch [9]. 
 „Ideální“ farmaceutická micela by mla mít vhodnou velikost (10–100 nm), vykazovat 
dostaten vysokou stabilitu in vitro a in vivo, mít nízkou hodnotu CMC a vysokou hodnotu 
kinetické stability, mla by být schopna dlouhého obhu v tle a rozpadu na bioinertní 
popípad netoxické unimery, které by se snadno dostaly z tla, a mla by nést dostatené 
množství zalenného léiva. Jádro polymerní micely, která slouží jako nosi léiva, by mlo 
mít velkou kapacitu pro léivo, profil kontrolovaného uvolování zalenného léiva 
a dobrou kompaktibilitu se zalenným léivem. Na druhou stranu koróna micely by mla 
poskytovat její efektivní ochranu [9]. 
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Obr. 6 Schéma kopolymer tvoící polymerní micely. Struktura micel vzniklých formací 




2.4 Hyaluronan (HA) 
 Hyaluronan neboli sodná sl kyseliny hyaluronové je obecný název pro lineární 
vysokomolekulární polysacharid nacházející se v extracelulární matrix, který byl poprvé 
izolovaný v roce 1934 Karlem Meyerem ze sklivce hovzího oka. Hyaluronan se vyskytuje 
ve vázané form astji než ve volné. Jeho etzec je tvoen v závislosti na molekulové váze 
odpovídajícím potem disacharidových zbytk, které obsahují D-glukuronovou kyselinu 
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a N-acetyl-D-glukosamin. Tyto sacharidy jsou navzájem propojeny pes opakující se 
β-1,3 a β-1,4 glykosidickou vazbu (Obr. 7). 




















Obr. 7 Struktura hyaluronanu. Disacharidová jednotka tvoena D-glukuronovou kyselinou 
a N-acetyl-D-glukosaminem propojenými β-1,3 glykosidickou vazbou. 
 
 Struktura HA 
 Každá monomerní jednotka hyaluronanu obsahuje axiální nepolární ást tvoenou atomy 
vodíku a ekvatoriální polární ást tvoenou hydroxylovými a karboxylovými skupinami. 
Z dvodu propojení jednotlivých monomerních jednotek stídajícími se β-1,3 a β-1,4 
glykosidickými vazbami, jednotlivé monomery pedstavují invertní hydrofóbní a hydrofilní 
charakter vi následujícímu monomeru v etzci. Výsledkem tohoto uspoádání je vznik 
primární stoené struktury podobající se stuze [10]. Struktura hlavního etzce hyaluronanu 
ve fyziologickém roztoku je dána kombinací chemické struktury disacharidu, vnitními 
vodíkovými vazbami a interakcí s rozpouštdlem. V dsledku toho se hyaluronan v roztoku 
formuje do náhodn roztažené struktury, která tvoí domény (sekundární struktura). 
Hyaluronan v roztoku také agreguje sám se sebou a tím formuje sí (terciální struktura). 
K této agregaci dochází zvlášt pi nízkých koncentracích (1 g L−1) [11]. 
 
 Výskyt HA 
 Hyaluronan se vyskytuje v živoišných tkáních. Ve vysokých koncentracích je pítomen 
v synoviální tekutin, sklivci oka, pojivových tkáních kohoutího hebínku, pupení še 
a kži. Je komern dostupný. Izoluje se extrakcí z intracelulární matrix živoišných 
pojivových tkání a purifikací z bakteriálních organizm. Mikroorganizmy schopné produkce 
hyaluronanu jsou Streptococcus pyogeneses, Streptococcus equisimilis, Streptococcus equi, 
Streptococcus dysgalactive, Streptococcus zooepidemicus a podobn [12]. 
 
 Vlastnosti a funkce HA 
 Hlavní role hyaluronanu je konstrukní, ale jeho funkce se liší v závislosti na umístní 
v tle. Je siln hydrofilní. Z toho vyplývá jedna z jeho nejdležitjších vlastností, kterou je 
vysoká afinita k vod. Je schopen vázat vodu v objemu až 100 % svojí váhy. Z tohoto dvodu 
má dokonalé hydrataní úinky (kže). Normalizuje migraci bunk, která je dležitá 
pi hojení ran. Jeho mechanické vlastnosti jsou mazání, tlumení a absorpce otes (klouby). 
Zprostedkovává transport esenciálních živin z krevního eišt do bunk kže. 
Z farmakologického hlediska se mže využívat pi bunné signalizaci díky jeho hlavnímu 
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receptoru CD44. Zpevuje bunné struktury a udržuje je v rosolovitém stavu. Tím brání 
pronikání cizorodých a patogenních látek do organismu. 
 Vodný roztok hyaluronanu je viskoelastický (Obr. 8). Obsahuje dv složky (viskozitní 
a elastická složka). Viskozitní složka charakterizuje kapalinu a prezentuje mazací vlastnosti. 
Elastická složka charakterizuje pevnou látku a prezentuje otesové absorpní vlastnosti. 
 
 
Obr. 8 Viskoelasticita HA. 
 
 Alkylové deriváty HA 
 Alkylové deriváty HA jsou obecn estery hyaluronanu, které mají redukovanou 
rozpustnost ve vod, která má za následek zvýšení jejich hydrofobicity. Píkladem tchto 
derivát mohou být deriváty s alkylovým etzcem navázaným na pozici hydroxylu (Obr. 9), 
které mohou být pipravovány reakcí HA s vybraným alkylaminem po aktivaci hydroxylové 
skupiny kyanobromidem [13]. Deriváty stejného alkylového etzce se od sebe mohou lišit 
molekulovou váhou vyjadovanou v kDa (kg mol−1), ale pedevším stupnm substituce, který 























Obr. 9 Vzorec alkylového esteru. 
 
 Roztok derivát HA 
 Roztok polymeru (derivátu HA), není jednoduchý systém. Vlivem tepelného pohybu 
dochází k neustálé migraci a deformaci etzc v roztoku a tím dochází k lokální zmn 
koncentrace, avšak koncentrace polymeru v roztoku zstává konstantní. Pi rzné koncentraci 
mže docházet k rznému ovlivování jednotlivých etzc polymeru v roztoku. Rozlišujeme 





 Zedný roztok (Obr. 10) je takový roztok, v nmž jsou jednotlivá makromolekulární 
klubka od sebe oddlena spojitou fází rozpouštdla. Obas se klubka setkají. Domény klubek 
se stídají s oblastmi nulové koncentrace polymeru, takže zedný roztok je koncentran 
nestejnorodý. Zvyšujeme-li koncentraci, pestává zedný roztok vyhovovat své definici 
pi takovém složení, kdy domény klubek práv vyplní celý prostor roztoku a zaínají se 
navzájem pekrývat (Obr. 10). Zvyšujeme-li i nadále koncentraci, získáme koncentrovaný 
roztok (Obr. 10), kdy dochází k mnohonásobnému pekryvu domén. Takový roztok 
pedstavuje na první pohled stejnorodou soustavu navzájem propletených etzc, promíšenou 




Obr. 10 Roztok polymeru. A: zedný roztok, B: koncentrace poínajícího pekryvu, 
C: koncentrovaný roztok. árkovan je vyznaená hranice domény klubka jednoho etzce 
polymeru. Mezery mezi etzci jsou vyplnny molekulami rozpouštdla [14]. 
 
 Kritická asocianí koncentrace (CAC) 
 Existuje zde jakási obdoba s tenzidy a jejich CMC. U derivát HA nemžeme mluvit 
o klasické CMC, ale o kritické asocianí koncentraci (CAC), jelikož nedochází k formování 
micel s hydrofóbním jádrem, nýbrž k formování hydrofóbních domén tvoených agregací 
jednoho etzce nebo kombinací více etzc HA (Obr. 11). 
 Formování hydrofóbních domén je nekoneným tématem výzkumu asociujících 
amfifilních. Hlavní metoda, která se používá pi studiu agreganích jev v roztocích 




Obr. 11 Pedstava o intra a inter molekulární agregaci HA a vznik hydrofóbních domén 
v systému. A: agregace jednoho etzce. B: agregace více etzc. 
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 Deriváty HA jako polyelektrolyty 
 Neionizované ohebné lineární makromolekuly zaujímají v roztoku tvar klubka, jehož 
rozmry závisí jednak na délce etzce, jednak na interakcích krátkého a dlouhého dosahu. 
U lineárních polyelektrolyt k tomu pistupuje velmi výrazný vliv elektrostatických interakcí, 
jejichž se zúastují náboje ionizovaných skupin etzce a náboje malých iont pítomných 
v domén a v okolí makroiontu. Ve vod disociuje uritý podíl ionizovatelných skupin, které 
se stanou nositeli elektrického náboje [14]. 
 Hyaluronan je polymer schopný elektrolytické disociace. Disociací vzniká lineární 
makroion o velkém potu elementárních záporných náboj a ekvivalentní poet protiiont. 
Malé ionty (tj. protiionty vzniklé disociací a ionty pidaných solí) vytváejí v elektrickém poli 
nabitého etzce iontovou atmosféru, která zeslabuje odpudivý úinek náboj etzce 
a zkracuje jeho dosah tím více, ím je koncentrace malých iont vyšší. Zmna iontové síly 
























Obr. 12 Konformace makroiontu v prostedí zedného roztoku. A: v nepítomnosti soli, 




 Charakteristickou vlastností asociativních koloid, která pímo souvisí s tvorbou micel, je 
solubilizace. Solubilizace mže být definovaná jako spontánní rozpouštní látky (pevná látka, 
kapalina nebo plyn) reverzibilní interakcí s micelami tenzid v rozpouštdle za vzniku 
termodynamicky stabilního izotropního roztoku se sníženou termodynamickou aktivitou 
solubilizované látky [1]. Podstatou solubilizace je umožnní rozpouštní látek 
v rozpouštdlech, ve kterých by za normálních okolností rozpustné nebyly. 
 Solubilizace ve vodném prostedí má praktický význam v oblastech, kdy dochází 
k vytváení produkt, které obsahují ve vod nerozpustné složky. Píkladem tchto oblastí 
mže být detergence, micelární katalýza organických reakcích, emulzní polymerace, separace 
látek pro výrobu nebo analytické úely a zvtšení olejového výtžku. Solubilizace 
v nevodném prostedí má praktický význam v suchém ištní [1]. 
 
2.5.1 Mechanismus solubilizace 
 Mechanismus solubilizace mže být rzný (Obr. 13). Lokalizace solubilizované látky 
v micele závisí na tom, zda je látka hydrofóbní i hydrofilní. Nepolární látky se rozpouštjí 
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v jádru micely, polárn-nepolární organické látky (alkoholy, aminy) se rozmisují v micelách 
tak, že jejich uhlovodíkové etzce smují dovnit micel a polární skupiny do vodné fáze. 
Solubilizace polárních látek probíhá na povrchu micely nebo tsn v blízkosti povrchu [6]. 
 
Obr. 13 Mechanismus solubilizace. Schéma rozpouštní a) nepolární, b) polárn-nepolární 
a c) polární látky v micelárním systému. 
 
2.5.2 Solubilizace organických látek 
 Než dojde k solubilizaci látek, musí dojít nejprve k agregaci tenzid do micelárních útvar. 
V našem pípad popisu považujeme micelární agreganí íslo Nagg, které udává poet 
molekul tenzidu tvoící danou micelu, za konstantní, abychom se vyhli složitým 
matematickým vyjádením vyplývající z polydisperzity systému. Z konstantního agreganího 
ísla vyplývá, že micely jsou monodisperzní. Rovnováha formace micel mezi monomerem 
tenzidu (S) a micelami (M) mže být vyjádena:  
 
 
  (2) 
 
kde KNagg je rovnovážná konstanta tvorby micel . 
 
 Jestliže je koncentrace solubilizované látky nkolikrát menší, než koncentrace micel, 
zalenní látky do micel nevykazuje žádné zmny v vnitních vlastností pvodních micel. 








  (3) 
 
kde MRi je asociovaná micela s i solubilizovanou látkou, iK  je asocianí konstanta pro krok 
mezi MRi-1 a solubilizovaným monomerem, m je maximální poet solubilizovaných látek 
na micelu [16]. 
a) b) c) 
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 Prmrný poet solubilizovaných látek na micelu R  mžeme vypoítat dle vzorce: 
 
 
[ ] [ ]







= KR , (4) 
 
kde [Rt] je celková rovnovážná koncentrace solubilizované látky, [R] je koncentrace 
solubilizované látky, která není zalenná v micele, [Mt] je celková koncentrace micel a 1K je 
asocianí konstanta prvního kroku asociace [16]. 
 Zmna standardní Gibbsovy energie solubilizace je vyjádena: 
 
 1
0 ln KRTG −=∆ , (5) 
 
kde R je plynová konstanta (8,314 J mol–1 K–1), T [K] je teplota a 1K je asocianí konstanta 
prvního kroku asociace [16]. Jelikož Gibbsova energie je stavová veliina charakterizující 
stav rovnováhy, její zmna udává samovolnost daného dje. V pípad solubilizace má zmna 
standardní Gibbsovy energie zápornou hodnotu z eho vyplývá samovolnost toho to dje. 
 
 
2.5.3 Stupe solubilizace 
 Stupe solubilizaze je charakterizován solubilizaní kapacitou Sc (mikroskopická veliina) 
a solubilizaní silou Sp (makroskopická veliina) micel, které jsou definované jako poet molu 
solubilizátu na mol micel tenzidu. Jsou urené pomrem (Sw – SCMC)/(Csurf – CMC), kde Sw je 
molární rozpustnost solubilizátu ve vodném prostedí, SCMC je jeho molární rozpustnost 
pi CMC a Csruf je molární koncentrace tenzidu [1]. V jiné publikaci mžeme najít vyjádení 
solubilizaní síly jako poet solubilizovaných molekul na poet molekul tenzidu tvoící 
micelu a solubilizaní kapacity jako prmrný poet solublizovaných molekul v jedné micele 
pi nasycení [17]. Obecn platí, že solubilizaní kapacita u polárních solubilizát je vtší než 
u nepolárních, zvlášt u sférických micel, protože mají vtší dostupnou kapacitu pi povrchu 
než uvnit. Faktory napomáhající micelizaci (nap. pídavek elektrolyt k iontovým tenzidm) 
zvyšují solubilizaní kapacitu [1]. 
 Množství látky, které mže být solubilizováno v jedné micele, závisí na podílu ásti 
micely, kde solubilizace probíhá a obsah tohoto podílu závisí na tvaru micely. Tvar micel 
uruje hodnota parametru CPP, který je popsán v ásti 2.2 Asociativní micely. Jestliže 
hodnota CPP roste, micely se ve vodném prostedí stávají více asymetrické. Ve výsledku 
objem vnitního jádra relativn roste s jeho hodnotou. Proto mžeme pedpokládat, 
že solubilizace materiálu v jáde bude relativn rst s vnjší ástí [1]. 
 
2.5.4 Faktory ovlivující stupe solubilizace 
 Solubilizace hraje významnou roli pi odstranní mastné špíny detergenty a pi penetraci 
léiv, kosmetických pípravk a insekticid, proto je dležité objasnit faktory urující 
množství solubilizátu, které mže být micelami solubilizovnáno. Avšak situace je 




 Struktura solubilizované látky 
 Krystalické pevné látky mají obecn nižší solubilitu v micelách než kapalné látky podobné 
struktury. U alifatických a alkylarylových uhlovodík rozsah solubilizace klesá s rostoucí 
délkou etzce a roste s nenasycením nebo cyklizací, jestliže dochází k formování pouze 
jednoho kruhu. U kondenzovaných aromatických uhlovodík rozsah solubilizace klesá 
s rostoucí molekulární velikostí. U polárních látek je situace komplikovaná z dvodu 
promnné hloubky penetrace do micely [1]. 
 
 Efekt elektrolytu 
 Pídavek neutrálního elektrolytu do roztoku iontového tenzidu vykazuje nárst rozsahu 
solubilizace uhlovodík (nepolárních látek), které jsou solubilizovány uvnit jádra a pokles 
u polárních látek, které jsou solubilizovány na vnjší stran micel. Je to zpsobeno tím, že 
neutrální elektrolyt v roztoku iontového tenzidu snižuje repulzi mezi nabitou hydrofilní 
skupinou iontového tenzidu, tím snižuje CMC, avšak agreganí íslo a objem micel roste. 
Nárst agreganího ísla micely má za následek nárst solubilizace uhlovodík. Pokles 
vzájemných repulzí iontových hydrofilních ástí micel zpsobuje jejich kompaktnjší 
uspoádání. Tím snižuje objem micely, kde je možná solubilizace polárních látek [1]. 
 Pídavek neutrálního elektrolytu do roztoku neiontového tenzidu zvyšuje rozsah 
solubilizace uhlovodík pi dané teplot tím, že zvyšuje hodnotu agreganího ísla micely. 
Nárst solubilizace po pídavku elektrolytu se objevuje stejn jako pokles bodu zákalu 
v poadí elektrolyt: K+> Na+> Li+; Al3+>SO4−>Cl−. Efekt pídavku elektrolytu na solubilizaci 
polárních látek není zatím zejmý [1]. 
 Pi vyšetování vlivu elektrolyt na solubilizaní kapacit pyrenu v micelách SDS, který 
pedstavuje skupinu iontových tenzid, byl potvrzen vliv rostoucí iontové síly na nárst 
agreganího ísla micely a pokles CMC (Kim et al., 2000). V této studii sledovali vliv 
párového iontu na hodnotu CMC, agreganího ísla a solubilizaní kapacity. Zjistili, že CMC 
SDS roste v poadí NH4+ < Na+ < Li+ pidávaného typu párového iontu, agreganí íslo 
a solubilizaní kapacita klesají ve stejném poadí. Dále zkoumali závislost vlivu pidávaného 
elektrolytu LiCl do systému tenzidu (obsahující rzné ionty) s pyrenem na zmnu absorbance. 
Jako tenzidy použili SDS a LDS (dodecylsíran lithný). Zjistili, že nedochází k žádné zmn 
absorbance [17]. 
 
 Efekt délky alkylového etzce 
 Ve studii solubilizace pyrenu v micelách heptaethylenoxidu monoalkyl ehteru CnE7 
(n = 10, 12, 14 a 16), který pedstavuje skupinu neiontových tenzid, byla zkoumána 
solubilizace pyrenu v závislosti na délce alkylového etzce za použití fluorescenní 
spektroskopie. Bylo zjištno, že s rostoucí délkou alkylového etzce roste hydrofóbnost jádra 
micely, což signalizuje pítomnost vtšího množství pyrenu v micele. Hydrofóbnost micely 
rostla lineárn s rostoucím polomrem micely [18].  
 
2.5.5 Využití solubilizace – detergence 
 Solubilizace má velký praktický význam. Orientování a koncentrování molekul 
solubilizací v micelách mže vést k podstatné zmn kinetiky chemické interakce 
solubilizovaných molekul mezi sebou i jejich interakcí s látkami rozpuštnými v disperzním 
prostedí. Toho se využívá pi micelární katalýze. Solubilizace má dležitou úlohu také 
pi emulzní polymeraci nenasycených uhlovodík pi syntéze latex, ve farmaceutickém 
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a kosmetickém prmyslu, pi výrob herbicid, insekticid, fungicid atd. V systémech 
s nepolárním prostedím, kde vznikají obrácené micely s hydrofilním jádrem a hydrofóbním 
povrchem, dochází k tzv. obrácené solubilizaci. Toto koloidní rozpouštní vody v oleji 
v pítomnosti tenzid se významn uplatuje v potravináském prmyslu [6]. 
 V praktickém život se vtšinou setkáváme s detergencí jako nejastjším projevem 
solubilizace. Detergence (Obr. 14) je odstraování neistot z pevných povrch psobením 
tenzid. Jejich molekuly se adsorbují na povrchu pevné látky a na vrstv neistot, ímž se 
mní velikost úhlu smáení. Neistoty se postupn sbalují a uvolují z povrchu. Pi pechodu 
do roztoku dochází ke stabilizaci uvolnných ástic neistot jejich solubilizací do micel, které 
mají hydrofilní povrch a nemohou se pipoutat zpt k istému povrchu pevné látky [19].  
 Pi detergenci se používají detergenty. Jedná se o prací a istící prostedky, jejichž složení 
je uzpsobeno tak, aby se dosáhlo co nejvyššího istícího úinku. Obsahují povrchov aktivní 
látku (tenzid) a doplující písady, které zlepšují psobení aktivní složky. Vhodný detergent 
tedy musí být schopen difundovat do ištné hmoty (nap. textilních vláken), dobe smáet 





Obr. 14 Schéma detergence. 
 
 
2.6 Absorpní spektroskopie 
 Metody absorpní spektroskopie patí mezi nejstarší a dosud nejpoužívanjší metody 
analytické chemie. Absorpce záení molekulou je základní podmínkou každého 
fotofyzikálního nebo fotochemického experimentu. 
 
2.6.1 Absorpce záení 
 Pi absorpci elektromagnetického (svtelného) záení nastává interakce elektrické složky 
svtla s elektrickým polem molekuly, které je vytváeno pohybujícími se elektrony kolem 
jednotlivých jader atom. Elektrony se pohybují v orbitalech, jejichž energie jsou kvantovány. 
Jestliže elektrony zaujímají nejnižší energetické stavy, íkáme, že jsou v základním stavu. 
Podmínkou absorpce svtelného záení je existence dalších energetických kvantových stav 
molekuly, kterým íkáme excitované stavy. Jinak eeno, absorbuje-li molekula svtelné 
záení, zaujmou elektrony vyšší energetické hladiny (orbitaly) a dostanou se do excitovaného 
stavu a molekula tak zmní svj elektronový stav. 
 Celková energie molekuly zahrnuje elektronovou, vibraní a rotaní složku. Energetické 
rozdíly mezi jednotlivými elektronovými hladinami (základní a excitované) jsou mnohem 
vtší než rozdíly mezi vibraními a rotaními stavy. Na obrázku (Obr. 15) je schématicky 
znázornn základní a první excitovaný elektronový stav spolu s odpovídajícími vibraními 
neistoty vrstva adsorbované PAL 
 zneištná látka roztok detergentu solubilizovaná neistota 
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a rotaními stavy. Zárove jsou ukázány možné energetické zmny kvantových stav 
po absorpci svtelného záení v ultrafialové až viditelné oblasti [20]. 
 Obecn lze íci, že nkteré pechody jsou více pravdpodobné, nkteré mén 
pravdpodobné. Je-li pravdpodobnost pechodu menší než 0,01, potom takovým pechodm 
íkáme pechody zakázané. Pravdpodobnost pechodu uruje zárove velikost absorpce. 
Veliinu, která charakterizuje pravdpodobnost pechodu nazýváme molární absorpní 
koeficient ε. Je to veliina charakterizující strukturu sloueniny a je nezávislá na koncentraci 
látky. Závisí však na prezu absorbující ástice [20]. 
 Absorbuje-li prostedí záení ve viditelné ásti spektra, je toto prostedí barevné a jeho 
zabarvení je komplementární k barv pohlceného záení (Tab. III). 
 
 
Obr. 15 Znázornní elektronových, vibraních a rotaních energetických stav molekuly.  
E0, E1 – energie základního a excitovaného elektronového stavu 
v0, v1, v2 – energie vibraních stav jednotlivých elektronových stav 
r0, r1, r2 – energie rotaních stav jednotlivých vibraních stav 
1, 2, 3 – energetické pechody po absorpci svtelného záení v ultrafialové a viditelné oblasti  
 
Tab. III Vztah mezi absorbovanou a komplementární barvou [20]. 






















































2.6.2 Lambert-Beerv zákon 
 Prochází-li svtelný paprsek prostedím, které je schopno absorbovat, je intenzita 
vstupujícího paprsku do prostedí vyšší než intenzita prošlého paprsku. Poprvé na tento jev 
poukázal Bouguer v roce 1729, kdy objevil, že ást svtla absorbovaného materiálem je pímo 
úmrná jeho tloušce. Pozdji, v roce 1760, byl tento jev znovuobjeven a zformulován 
známjším vdcem J. H. Lambertem. V roce 1852 J. Beer zformulovaný zákon absorpce 
rozšíil o závislost absorbovaného svtelného záení na koncentraci rozpuštné látky, která 
záení absorbuje [21]. 
 Necháme-li prostedím procházet elektromagnetické záení, pozorujeme pi uritých 
vlnových délkách absorpci záení. Vlnová délka záení do prostedí vstupujícího a z nj 
vystupujícího se nemní. Mní se jeho intenzita. Pi prchodu paprsku prostedím má 
propuštný paprsek menší intenzitu než dopadající paprsek. Pokles intenzity je dán vztahem: 
 
 
laII )(0 10)()( λλλ −= , (6) 
 
kde I (λ) je intenzita paprsku po prchodu absorbujícím prostedím, I0 (λ) je intenzita 
vstupujícího paprsku, a (λ) je absorpní koeficient a l je tlouška absorbujícího prostedí. 
 
 Pi prchodu záení prostedím je absorpní koeficient a (λ) úmrný koncentraci c 
absorbující látky v daném prostedí: 
 ca ⋅= )()( λελ , (7) 
 
kde ε (λ) je molární absorpní koeficient, který má v SI jednotkách rozmr [mol–1 m2], avšak 
astji používané jednotky jsou [L mol–1 cm–1]. 
 
 Vzájemný vztah mezi velikostí absorpce, koncentrací absorbujícího prostedí a jeho 






λλ == , (8) 
 
 Lambert-Beerv zákon je zákonem limitním, nebo platí pouze v omezeném rozsahu, který 
vymezují následující podmínky: 
• Záení musí být monochromatické. 
• Roztoku musí být velmi zedné (c < 10–2 mol L–1).  
• Absorbující prostedí nesmí podléhat žádným zmnám. 
• V roztoku musí být jen jedna absorbující složka. Jeli pítomno více složek, je 
 absorbance sumou jednotlivých absorbancí [22]. 
 
 Výhodou Lambert-Beerova zákona pro praktickou aplikaci je to, že linearizuje vztah mezi 
veliinou charakterizující absorpcí svtla – absorbanci a koncentrací. Smrnicí pímky je 
souin molárního absorpního koeficientu a tloušky meného prostedí. 
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2.6.3 Absorpní spektrum 
 Závislost molárního absorpního koeficientu ε, resp. absorbance na vlnové délce použitého 
záení nazýváme absorpní spektrum. Z obrázku (Obr. 15) vyplývá, že všechny energetické 
pechody jsou kvantovány. Vzhledem k množství energetických pechod bude mít absorpní 
spektrum tvar širokého absorpního pásu (Obr. 16), piemž vlnová délka maxima absorbance 




Obr. 16 Schématické znázornní tvorby elektronového absorpního pásu [20]. 
 
2.6.4 UV-VIS absorpní spektroskopie 
 Podstatou UV-VIS absorpní spektroskopie je absorpce ultrafialového a viditelného záení 
(200–800 nm) zednými roztoky molekul. Po absorpci dochází k elektronovým pechodm 
v molekule sledované látky. Experimentálním projevem tchto pochod je elektronové 
absorpní spektrum, tj. závislost ε = f (λ) nebo A = f (λ). Absorpní pásy mohou patit k šesti 
typm elektronových pechod: 
 
1. ∗-  4. ∗-n  
2. ∗-n  5. penosu náboje 
3. ∗-  6. penosy ligandovém poli 
 
 Typy elektron vyskytující se v organických látkách jsou σ elektrony vytváející 
jednoduché vazby, pi elektrony vytváející násobné vazby a n elektrony jsou nevazebné 
elektrony, které jsou v molekule organické látky pítomny vždy, obsahuje-li látka 
heteroatomy, nap. 0, N, S, halogeny apod. Na obrázku (Obr. 17) jsou schématicky 
znázornny energetické hladiny jednotlivých typ elektron v základním a excitovaném 
(antivazebném) stavu. 
 Funkní skupiny, které jsou odpovdné za absorpci záení v ultrafialové a viditelné oblasti, 
se nazývají chromofory. Obecn lze íci, že skupiny obsahující pi elektrony jsou chromofory 
pro ultrafialovou a viditelnou oblast a skupiny obsahující pouze σ elektrony jsou chromofory 









Obr. 17 Schématické znázornní energetických hladin jednotlivých typ elektron v molekule. 
Elektrony oznaené ∗  jsou v excitovaném stavu. HOMO je nejvýše obsazený molekulový 
orbital a LUMO je nejníže neobsazený molekulový orbital. 
 
2.6.4.1 Elektronové pechody 
∗- pechody 
 Energetický rozdíl mezi vazebnými (základní stav) a nevazebnými (excitovaný stav) 
elektrony je znaný (Obr. 17). Absorpní pás lze oekávat v oblasti vzdálené UV 
(λ < 180 nm). Experimentální zjištní takového pásu iní obtíže, nebo bychom museli 
pracovat za hlubokého vakua. Píkladem slouenin s takovými pechody jsou alifatické 
uhlovodíky. Z tchto dvod se používají jako rozpouštdla pi mení v ultrafialové 
a viditelné oblasti, nebo nevykazují v této oblasti mitelnou absorpci záení [20]. 
 
∗-n pechody 
 Tyto pechody poskytují substituenty obsahující nevazebné elektrony. Týká se to hlavn 
nenasycených slouenin obsahujících S, N, Br a I, které absorbují v oblasti 200 nm, dále 
slouenin obsahujících O a Cl, které absorbují pod 200 nm. Zvyšující se elektronegativita 
heteroatom posunuje maxima absorpce k nižším vlnovým délkám. Sloueniny obsahující 
kyslík jako voda, alkoholy a ethery absorbují v oblasti pod 200 nm a mohou být použity jako 
rozpouštdla pro bžná spektrofotometrická mení. Obsahuje-li slouenina více heteroatom, 
dochází k pekryvu nevazebných elektron a absorpní maxima se posouvají k delším 
vlnovým délkám [20]. 
 
∗-  a ∗-n  pechody 
 Je obvyklé uvažovat tyto pechody spolen, nebo mnoho chemických skupin obsahuje 
jak pi, tak n elektrony, takže oba typy pechod pispívají k tvorb absorpních pás. 
Píkladem mže být karbonylová skupina a další funkní skupiny obsahující kyslík. 
Píkladem istého ∗- pechodu jsou konjugované systémy dvojných vazeb [20]. 
 
 Pro znázornní všech typ elektronových pechod mžeme použít absorpci molekuly 













Obr. 18 Elektronové pechody molekuly formaldehydu. 
 
2.6.4.2 (±)-α-tokoferol (Eα) 
 Tokoferoly, souhrnn oznaované jako vitamín E, jsou pírodní chemické látky, které jsou 
deriváty 6-hydroxychromanu. Patí mezi vitamíny rozpustné v tucích a v organismu slouží 
jako dležitý antioxidant, chrání bunné membrány ped poškozením volnými radikály. Jsou 
tvoené chromanovým kruhem a hydrofobním vedlejším etzcem, který zapíiuje 
nerozpustnost ve vod a naopak dobrou rozpustnost v tucích. Tokoferoly proto snadno 
pronikají do bunných membrán a stávají se jejich souástí. Na chromanovém kruhu je 
pipojena jedna hydroxylová skupina, která je dárcem vodíkových atom a podmiuje 
antioxidaní úinek látky, a methylenové skupiny, jejichž rzný poet uruje konkrétní 
tokoferol [23]. Obsahuje-li tokoferol ti methylenové skupiny, jedná se o (±)-α-tokoferol 









Obr. 19 α-tokoferol. 
 
2.6.4.3 Sudan Orange G (Sudanová oranž, SOG) 
 Sudanová oranž (Obr. 20), CAS 2051-85-6, patí do skupiny azobarviv, které obsahují 


















Obr. 20 Sudan Orange G. 
 
2.6.4.4 Sudan Red G (Sudanová erve, SRG) 
 Sudanová erve (Obr. 21), CAS 1229-55-6, patí do skupiny azobarviv, které obsahují 
jednu azo skupinu. Jedná se o lipofilní barvivo, nerozpustné ve vod, s Mr = 278,31 
a s tt = 225 °C [26]. Slouží k barvení tuk, olej, vosk, celulózy a syntetických lak. Je 








Obr. 21 Sudan Red G. 
 
 
2.7 Fluorescenní spektroskopie 
 Fluorescenní metody se stále více používají nejen v biochemickém a biofyzikálním 
výzkumu, ale i v klinické chemii, genetických analýzách, monitorování prostedí a dalších 
oborech [28]. Z metod využívajících emise záení molekul jsou analyticky nejdležitjší 
metody fotoluminiscenní, tj. metody, u kterých je emise záení dosahováno excitací vzorku 
elektromagnetickým záením [20]. 
 Mezi fotoluminiscenní metody patí fluorescenní spektroskopie. Jedná se o rychlou 
a citlivou metodu, která slouží k charakterizaci prostedí molekul a jejich dní. Její použití je 
rozšíené ve výzkumu struktury, funkce a reaktivity malých molekul, syntetických polymer, 
proteinu a dalších biologických molekul a také pi studiu struktury a funkce buky [29].  
 
2.7.1 Luminiscence 
 Luminiscence je vyzaování látky, jejíž termodynamická rovnováha byla porušena vnjším 
buzením. Jde o pebytek nad tepelným záením vysílaným ješt po skonení buzení po dobu 
delší, než odpovídá nkolika periodám optického záení. Luminiscence je vysílána 
i pi nízkých teplotách na rozdíl od tepelného záení a bývá proto nkdy oznaována jako 
studené svtlo. Luminiscenci lze dlit podle zpsobu excitace elektronového systému. 
Dochází-li k excitaci psobením optického záení, potom tuto lumiciscenci nazýváme 
fotoluminiscencí. Z hlediska zmny spinové multiplicity dlíme luminiscenci na fluorescenci 
(bez zmny multiplicity) a fosforescenci (se zmnou multiplicity). Speciálním pípadem 
luminiscence je zbrždná fluorescence a rezonanní fluorescence. Fluorescence, 
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fosforescence, zpoždná fluorescence a rezonanní fluorescence jsou záivé pechody, které 
jsou charakteristické tím, že excitované molekuly pechází z vyššího energetického stavu 
na nižší energetický stav, piemž vyzáí kvantum energie ve form fotonu. 
 
 Fluorescence 
 Fluorescence (Obr. 22) je spinov dovolený pechod na nižší energetický stav se stejnou 
multiplicitou. Fluorescence vtšiny mnohoatomových organických molekul obvykle odpovídá 
pechodu S1 → S0. Ped emisí fluorescenního kvanta obvykle dochází k relaxaci vibraní 
energie a vnitní konverzi, proto fluorescenní pechod nastává nejastji z nejnižší vibraní 
hladiny prvního excitovaného stavu S1. U nkterých molekul byla pozorována fluorescence 
z vyššího excitovaného stavu S2 → S0, pípadn Sn → Sm nebo Tn → Tm, kde m < n. 
Fluorescence je velmi rychlý dj s rychlostní konstantou rovnou 106–109 s−1.  
 
 Fosforescence 
 Fosforescence (Obr. 22) je spinov zakázaný pechod na nižší energetický stav s rozdílnou 
multiplicitou. Typickým pechodem je T1 → S0, avšak pechod Tn → S0 byl také pozorován. 
Jedná se o pomalý dj s rychlostní konstantou rovnou 10−2–103 s−1. 
 
 Zpoždná fluorescence 
 Zpoždná fluorescence je záivý pechod z téhož singletního stavu (S1) jako 
pi fluorescenci, ale s delší dobou dohasínání danou asem, po který je molekula 
v metastabilním tripletovém stavu [30]. 
 
 Rezonanní fluorescence 
 Atomy a malé molekuly v plynném stavu pi nízkých tlacích mohou vyzaovat fluorescenci 
o stejné vlnové délce, jako je vlnová délka excitaního záení. V tomto pípad je 
pravdpodobnost srážek atom a molekul velmi malá. Molekula nemže mnit svj vibraní 
stav vibraní relaxací a vyzaování probíhá ze stejné vibraní hladiny, která byla pvodn 
excitovaná. Zvyšováním tlaku se pi srážkách ást excitaní energie mní na kinetickou 
energii molekul, piemž k emisi záení dochází z nižších vibraních hladin a fluorescenní 
spektrum se posouvá do oblasti vyšších vlnových délek [30]. 
 
2.7.2 Jabłoskiho diagram 
 Jabłoskiho diagram (Obr. 22) je energetický diagram, který znázoruje energetické stavy 
molekuly a pechody mezi nimi. 
 Pi absorpci záení pejde molekula na nkterou vibraní hladinu excitovaného 
singletového stavu S1 nebo S2. Jedná se o velmi rychlý proces, trvající ádov 10-15 s. 
Molekuly v excitovaném stavu se pebytku energie rychle zbavují a pecházejí do základního 
vibraního stavu daného elektronového stavu nezáivými pechody. Tmto neradianím 
procesm íkáme vibraní relaxace (Vibrational Relaxation, VR). Pi návratu molekuly 
z excitovaného singletového elektronového stavu na nkterou z vibraních hladin základního 
elektronového stavu je vyzáeno záení, jehož vlnová délka je delší než vlnová délka 
excitujícího záení. Tento proces nazýváme fluorescencí. K fluorescenci ve vtšin pípad 
dochází ze stavu S1. Všechny vyšší energetické stavy jsou deaktivovány vibraní relaxací. 
Dojde-li k nezáivému pechodu mezi dvma elektronovými stavy se stejnou multiplicitou, 
nazýváme tento pechod vnitní konverzí (Internal Conversion, IC).  
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 Na obrázku (Obr. 22) si mžeme všimnout, že není vyznaen absorpní pechod 
ze základního singletového stavu S0 do excitovaného tripletového stavu T1. Pravdpodobnost 
tohoto pechodu je velmi nízká, nebo jde o proces se zmnou multiplicity. 
íkáme, že tento 
pechod je zakázaný. Molekula se však do tohoto excitovaného tripletového stavu mže dostat 
ze singletového stavu nezáivým pechodem, kterému íkáme mezisystémový pechod 
(Intersystem Crossing, ISC). Pechod z excitovaného tripletového stavu do stavu základního 
opt mže nastat nezáivými i záivými pechody. Pechod z tripletového do singletového 
stavu je mén pravdpodobný než pechod mezi stavy singletovými, proto doba tripletového 
stavu je mnohem delší než stavu singletového. Záivý pechod z excitovaného tripletového 
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Obr. 22 Jabłoskiho diagram. Pehled záivých (absorpce, fluorescence a fosforescence) 




 Molekuly reagující na zmny svého okolí zmnou optických vlastností se nazývají 
fluorofory. Zmna prostedí se mže projevit zmnou absorpních i emisních spekter, 
kvantového výtžku nebo extinkních koeficient. Fluorofory dlíme na vlastní (vnitní) 
a nevlastní (vnjší). Vlastní fluorofory jsou takové, které fluoreskují pirozen. Nevlastní 
fluorofory se pidávají ke vzorkm, které sami o sob nefluoreskují. Dlíme je 
na fluorescenní znaky, vážící se kovalentn ke zkoumanému vzorku, a fluorescenní sondy, 
které se váží nekovalentn a asto pitom mní své fluorescenní vlastnosti. Nevlastní 
fluorescence se pi experimentech využívá více než vlastní. Existuje tisíce fluorescenních 
sond a jejich správná volba hraje klíovou roli daného experimentu ve fluorescenní 
spektroskopii, nebo práv její vlastnosti umožují získat potebné informace [32]. 
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2.7.3.1 Nilská erve (NR) 
 Nilská erve (Obr. 23), CAS 7385-67-3, je polaritní fluorescenní sonda s Mr = 318,37 
a s tt = 203–205 °C [33], která reaguje na zvyšující se polaritu okolí posunem emisního 
maxima k vyšším vlnovým délkám.  
 Nilská erve, stejn jako pyren, mže sloužit k urení hodnoty CMC. Ve vodném prostedí 
je maximum fluorescence pi excitaní vlnové délce 560 nm lokalizováno ~650 nm. 
Po pekroení hodnoty CMC, kdy dochází k zaleování molekul nilské erven 
do hydrofóbního oblasti micel, prudce klesá vlnová délka k hodnot ~610 nm [34]. CMC se 
uruje ze závislosti vlnové délky emisního maxima na koncentraci. Hodnota CMC odpovídá 







Obr. 23 Nilská erve. 
 
2.7.3.2 Perylen (Pe) 
 Perylen (Obr. 24), CAS 198-55-0, je hydrofóbní fluorescenní sonda reagující na polaritu 
a viskozitu prostedí s Mr = 252,31 a s tt = 276–279 °C [35], která patí do skupiny 
polycyklických aromatických uhlovodík. Rozpouští se v nepolárních rozpouštdlech. 
Vykazuje modrou fluorescenci. Používá se v cytochemii bunných membrán [36]. Má 
optoelektronické vlastnosti. Nkteré jeho deriváty mohou sloužit jako pigmenty tvoící 
fotonosi nebo jako barviva solárních lánk [37]. Jeho emisní spektrum je obrazem 
absorpního. Má rozlišenou vibraní strukturu emisního spektra. Pi excitaní vlnové délce 
408 nm je pechod 0–0 lokalizován u vlnové délky ~441 nm, pechod 0–1 u ~466 nm 
a pechod 0–2 u ~500 nm. 
 
Obr. 24 Perylen. 
 
2.7.3.3 Pyren (Py) 
 Pyren (Obr. 25), CAS 129-00-0, je dležitá polaritní fluorescenní sonda s Mr = 202,25 
a s tt = 145–148 °C [38], která slouží k charakterizaci micelární struktury a k studiu 
hydrofóbních vlastností. Jedná se o polycyklický aromatický uhlovodík s vysokou symetrií. 
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Obr. 25 Pyren. 
 
 Jeho emisní spektrum není zrcadlovým obrazem absorpního (Obr. 26). Je to dáno tím, že 
k emisi nedochází z hlavního povoleného absorpního pásu, který leží v oblasti ∼335 nm, 
nýbrž ze zakázaného absorpního pásu ležícího v oblasti ∼340 nm. Je to oblast vlnových 
délek, kde je zakázaná absorpce, avšak povolená emise. Tento efekt dává pyrenu jeho 
specifinost, nebo v závislosti polohy emisních pík na polarit prostedí nedochází tém 
k žádnému posunu, jak je bžné u jiných polaritních sond. Zmna polarity prostedí se zde 
projeví zmnou intenzity fluorescence, respektive zmnou pomru intenzit fluorescence píku, 





























Obr. 26 Absorpní a emisní spektrum pyrenu v prostedí methanolu (cPy = 1 · 10−6 mol L−1). 
Zakroužkovaná oblast poukazuje na oblast zakázané absorpce. 
 
 V koloidních roztocích má pyren dobe rozlišenou vibraní strukturu emisního spektra. 
Pechod 0–0 závislý na polarit okolí, znaený jako „1“ (I1 nebo také Im) je lokalizován 
u vlnové délky 373 nm. Referenním pásem je pechod 0–2 u 383 nm, znaený jako „3“ (I3). 
Dále je ve spektru pechod 0–4 znaený jako „5“, který je lokalizovaný pi 393 nm. Pechody 
0–1 a 0–3 bývají rozlišeny pouze v istých rozpouštdlech a vyšších koncentracích. Pomr 
intenzity fluorescence prvního a tetího píku je obrazem polarity okolí pyrenu. V polárním 
prostedí dosahuje hodnot ~1,7 a v nepolárním ~0,5. Obecn je tato hranice polárního 
a nepolárního prostedí brána jako hodnota pomru 1,0 [34]. 
 Jestliže je koncentrace pyrenu vysoká, excitovaná molekula pyrenu formuje excitovaný 
dimer (excimer). Excimer je dimer v excitovaném stavu, který se formuje srážkou mezi 
excitovanou molekulou a identickou neexcitovanou molekulou. Emisní pík excimeru (Ie) je 
lokalizován u 470 nm [39]. 
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 Charakteristická závislost fluorescence vibraní struktury emisního spektra pyrenu se 
používá k urení CMC. Tato metoda se oznauje jako metoda pomru 1:3. Pomr 1:3 
vyjaduje pomr hodnot intenzity fluorescence u pásu 1 a 3. Závislost pomru 1:3 
na koncentraci tenzidu v okolí CMC vykazuje typický sigmoidalní pokles. Pod CMC hodnota 
pomru 1:3 odpovídá polarit prostedí. Pokud koncentrace tenzidu v okolí CMC roste, pomr 
1:3 rapidn klesá, což indikuje pítomnost pyrenu ve více hydrofóbním prostedí. Pod CMC 
pomr 1:3 dosáhne konstantní hodnoty, protože dojde k zalenní molekul pyrenu 
do hydrofóbní oblasti micel. 




















kde y odpovídá pomru 1:3, x je promnná koncentrace tenzidu, A1 a A2 je maximální 
a minimální limitní hodnota S-kivky, x0 je inflexní bod a ∆x je gradient [40]. 
 Tato závislost nabízí 3 body, které mohou urit hodnotu CMC. První zlom, prseík 
maxima a lineárního proložení klesající ásti, inflexní bod a prseík minima a lineárního 
proložení klesající ásti. První z možností není brána v úvahu, kvli vytváení pre-micelárních 
útvar. Volbu mezi druhou (xCMC)1 = x0 a tetí (xCMC)2 = x0 + 2∆x možností je teba provést 
za pomocí jiného experimentu urujícího CMC [34]. Experimentáln bylo zjištno, že 
pro neiontové tenzidy hodnota CMC odpovídá bodu (xCMC)1 a pro iontové bod (xCMC)2 [40]. 









y 1 = A 1
y 2 = A 2
y 3 = f (x )







Obr. 27 Boltzmannova S-kivka. Metoda pomru 1:3 [39]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1 Použité chemikálie 
Solubilizované látky 
• Perylene: assay  99,0 % (HPLC), puriss. for fluorescence, Fluka GmbH 
• Sudan Orange G: assay  98,0 % (HPLC), Riedel-de Haën GmbH 
• Sudan Red G: Standard Fluka, reagent for Ph. Eur., Fluka GmbH 
• (±)-α-Tocopherol: assay  97,0 % (HPLC), Fluka GmbH 
Fluorescenní sondy  
• Nile Red: BioChemika, assay  98,0 % (HPLC), puriss. for fluorescence, Fluka GmbH 
• Perylene: assay  99,0 % (HPLC), puriss. for fluorescence, Fluka GmbH 
• Pyrene: assay  99,0 % (GC), puriss. p.a. for fluorescence, Fluka GmbH 
Tenzid  
• Sodium Dodecyl Sulfate: assay  99,0 % (GC), ultra for molecular biology, Fluka GmbH 
Deriváty kyseliny hyaluronové  
• DEC-NH-HA 100/10: CPN spol. s r.o. 
• DEC-NH-HA 100/30: CPN spol. s r.o. 
• DEC-NH-HA 100/50: CPN spol. s r.o. 
Elektrolyt 
• Chlorid sodný: Lach-Ner, s.r.o. 
Rozpouštdla 
• Acetone: assay  99,7 % (GC), ACS reagent, for UV-spectroscopy, Fluka GmbH 
• Cyklohexane: Riedel-de Haën GmbH 
• Dichloromethane: LabGrade ACS, Merck, s.r.o. 
• n-heptan: Lach-Ner, s.r.o. 
• Chloroform: assay  99,8 % (CHCl3 + ehtanol, GC), for UV-spectroscopy, Fluka GmbH 
• Methanol: assay  99,8 % ( GC), for UV-spectroscopy, Fluka GmbH 
• 1-Propanol: assay  99,8 % ( GC), for UV-spectroscopy, Fluka GmbH 
• Water: for injection, Fresenius Kabi s.r.o. 
 
 
3.2 Použité pístroje 
Analytické váhy Denver Instrument 
Automatické pipety BioHit mLine 
Magnetické míchadlo Heidolph MR 3002, Variomag Poly 15 
Rotaní míchadlo Heidolph Reax 2 
Vibraní míchadlo Heidolph Vibramax 100 
Ultrazvuková láze Sonorex Digitec DT 31 H, Bandelin 
UV-VIS spektrofotometr Cary 50 Probe, Varian 
Luminiscenní spektrometr AMINCO-Bowman, Series 2 
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 Cary 50 Probe, Varian  
Zdroj xenonová lampa 
Monochromátor Czerny-Turner 0,25 m 
Detektor dvojitá kemíková dioda 
Rozmezí λ  190–1100 nm 
Opakovatelnost λ ±0,1 nm 
Maximální rychlost skenu 24000 nm/min 
Mení vzork do absorbance 3 
 
 Cary 50 Probe (Obr. 28) je spektrofotometr s jednopaprskovým uspoádáním. 
Polychromatické záení I0 z primárního zdroje vstupuje do monochromátoru, který vybere 
paprsek o urité vlnové délce I0 (λ). Tento paprsek prochází nejdíve kemennou kyvetou 
obsahující tzv. blank (srovnávací roztok), kde je zeslaben I1. Po dopadu na detektor vyvolá 
fotoelektrický proud, který je zmen a je mu piazena nulová hodnota absorbance. 
Po výmn srovnávacího roztoku za mený je zmena absorbance neznámého vzorku. 
Všechna mení probíhala pi laboratorní teplot (20–25 °C). 
 
Obr. 28 Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru Cary 50 Probe, Varian, který se 
skládá ze zdroje záení, monochromátoru, kyvetového prostoru a detektoru. 
 
 AMINCO-Bowman, Series 2 
Zdroj xenonová lampa 150 W, záblesková lampa 7 W 
Monochromátor mížka konkávní holografická, iontov lepená 
Rozmezí λ  220–850 nm 
Pesnost λ  ±0,5 nm 
Opakovatelnost λ ±0,25 nm 
Rozsah rychlosti mení 3–6000 nm/min 
 
 AMINCO-Bowman, Series 2 (Obr. 29) je luminiscenní spektrometr s jednopaprskovým 
uspoádáním. Polychromatické záení I0 z primárního zdroje vstupuje do excitaního 
monochromátoru, který vybere záení o definované vlnové délce excitace. Selektivní paprsek 
prochází kemennou kyvetou se vzorkem, kde dochází k excitaci elektron zkoumaného 
vzorku. Fluorescence je pozorována v kolmém smru paprsku primárního záení, 
aby primární záení procházející kyvetou nerušilo mení fluorescence. Emisní 
monochromátor a detektor jsou proto umístny v kolmém smru ke kyvet. Emisní záení 
prochází emisním monochromátorem, kde je nastavena jeho vlnová délka (Tab. IV). Pomocí 
detektoru je zjištna intenzita fluorescence. Teplota cely s kyvetou byla ízena obhovým 














Obr. 29 Schéma jednopaprskového luminiscenního spektrometru AMINCO-Bowman, 
Series 2, který se skládá ze zdroje záení, excitaního monochromátoru, kyvetového prostoru 
emisního monochromátoru a detektoru. 
 
Tab. IV Nastavení parametr pro mení na AMICO-Bowman, Series 2. 
Fluorescenní sonda Excitace [nm] Emise [nm] Emisní sken [nm] 
NR ~550 610 570–750 
Pe 408 440 420–600 
Py 335 392 360–530 
 
 
3.3 Princip pípravy vzork 
 Píprava vzork mla nkolik krok (Obr. 30). Nejdíve bylo do 8 mL vialek pomocí 
automatické pipety nadávkováno potebné množství píslušné látky (solubilizaní látka, 
fluorescenní sonda). Tato látka byla rozpuštna v tkavém rozpouštdle (aceton, chloroform, 
dichlormethan), které bylo odstranno pomocí sníženého tlaku proudem vzduchu, látka tak 
zstala na sklenném povrchu. Nyní bylo nadávkováno 5 mL zkoumaného roztoku. 




Obr. 30 Schéma pípravy vzork. a) dávkování látky, b) odpaování rozpouštdla pomocí 













4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Chování použitých látek v rzných prostedích 
 Díve, než bylo pistoupeno k samotným solubilizaním experimentm, bylo nutné zvolené 
látky podrobit studiu jejich chování v prostedích s rznou iontovou silou, které byly zvoleny 
pro solubilizaní experimenty, a v rzn polárních prostedích k ovení chování nkterých 
látek, které jsou uvádny jako polaritní sondy. 
 V roztoku dochází mezi látkou a molekulami prostedí k rzným typm interakcí, které 
jsou pedstavovány van der Waalsovou silou a nkterými specifickými interakcemi (vodíkový 
mstek). Kvalita tchto interakcí je vyjadována polaritou. Obecn jako polární molekulu 
oznaujeme tu, která má nenulový dipól moment. Ve fluorescenní spektroskopii 
neuvažujeme pouze interakce permanentních dipól látky a rozpouštdla, ale i interakce 
založené na polarizovatelnosti daných molekul. Pojem „polarita“ (nkdy mluvíme 
o mikropolarit) tedy zahrnuje nespecifické interakce (dipól moment, polarizovatelnost) 
a specifické interakce. Z tohoto dvodu polarita nemže být charakterizována pouze relativní 
permitivitou (makroskopické mítko, týká se prostedí) nebo dipól momentem 
(mikroskopické mítko, týká se molekul) [34]. Jedna z možností vyjádení polarity mže být 
pomocí orientaní polarizovatelnosti ∆f, která propojuje vlastnosti molekuly (relativní 




















ε , (10) 
 
Relativní permitivita zde vyjaduje reakci dané látky na elektrické pole (píspvek dipól 
momentu) a index lomu vyjaduje šíení elektromagnetická interakce v daném prostedí [39]. 
 Posuny absorpních a emisních pás mohou být indukované zmnou povahy prostedí 
nebo jeho složením. Tyto posuny se nazývají solvatochromní posuny. Látky oznaujeme jako 
solvatochromní, jestliže poloha jejich absorpního a emisního spektra závisí na polarit 
prostedí. Bathochromní (ervený) posun a hypsochromní (modrý) posun s rostoucí polaritou 
písluší pozitivnímu a negativnímu solvatochromismu. 
 Pro charakteristiku chování látek v rzn polárních prostedích byla zvolena ada 
rozpouštdel: methanol, 1-propanol, chloroform, cyklohexan a n-heptan. Jejich relativní 
permitivity, indexy lomu a orientaní polarizovatelnosti jsou uvedeny v tabulce (Tab. V). Jako 
prostedí s rznou iontovou silou byly zvolené ti prostedí a to voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. 
Tato prostedí je také možno charakterizovat jako polární. 
 
Tab. V Hodnoty rzných polaritních index. 
Prostedí εr [39] nD20 [41] ∆f [39] 
voda 80,37 1,333 0,3201 
methanol 33,62 1,329 0,3090 
1-propanol 20,33 1,380 0,2739 
chloroform 4,81 1,443 0,1482 
cyklohexan 2,02 1,426 –0,0014 
n-heptan 1,92 1,388 –0,0002 
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4.1.1 Charakteristika Sudan Orange G v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní spektra rzn polárních roztok SOG o koncentraci 
3,2 · 10−5 mol L−1. Z absorpního spektra (Obr. 31) je vidt, že polohy maxim absorpních 
pás jsou lokalizovány pi vlnové délce 381 nm. Poloha maxima v závislosti na polarit 
prostedí se nemní. Pouze v pípad prostedí 1-propanolu dochází k bathochromnímu 
posunu maxima absorbance o 5 nm. Velikost a tvar absorpního pásu již zmnám podléhá. 
Se vzrstající polaritou prostedí v souladu s relativní permitivitou (Tab. V) roste hodnota 
maxima absorbance. U nepolárnjších prostedí absorpní pás vykazuje nárst absorbance 
v oblastech nižších vlnových délek, zatímco u polárnjších látek je tomu naopak, kde 
k nárstu absorbance dochází v oblastech vyšších vlnových délek. Tyto zmny tvaru 
absorpních pás jsou zpsobené zmnou elektronového stavu molekuly. Z nenulové hodnoty 
absorbance vzorku z absorpního spektra pro prostedí s rznou hodnotou iontové síly (voda, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl) bylo zjištno, že se SOG ásten v tchto prostedích rozpouští. 
Barvivo není tak lipofilní, jak bylo pedpokládáno z jeho struktury (Obr. 20) (delokalizovaný 

















Obr. 31 Absorpní spektra SOG v rzn polárních prostedích (cSOG = 3,2 · 10−5 mol L−1). 
Zmnou polarity prostedí nedochází ke zmn polohy maxima absorpce až na vyjímku SOG 
v prostedí 1-propanolu, kdy dochází k bathochromnímu posunu o 5 nm. 
 
4.1.2 Charakteristika Sudan Red G v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní spektra rzn polárních roztok SRG o koncentraci 
6,5 · 10−5 mol L−1. Z absorpního spektra (Obr. 32) je vidt, že polohy maxim absorpních 
pás jsou lokalizovány v oblasti vlnových délek 488–501 nm. Poloha, velikost a tvar 
absorpních pás závisí na polarit prostedí. Se vzrstající polaritou prostedí v souladu 
s relativní permitivitou (Tab. V) roste hodnota maxima absorbance a jeho poloha vykazuje 
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bathochromní posun o 13 nm. U polárnjších rozpouštdel se absorpní pás vykresluje jako 
jeden pík. V pípad mén polárních až nepolárních rozpouštdel dochází k rozdvojování píku 
z dvodu zmny elektronového stavu molekuly SRG. Z nulové hodnoty absorbance vzorku 
z absorpního spektra pro prostedí s rznou hodnotou iontové síly (voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 






















Obr. 32 Absorpní spektra SRG v rzn polárních prostedích (cSRG = 6,5 · 10−5 mol L−1). 
Zmnou polarity prostedí dochází k zmn polohy maxima absorpce a také ke zmn 
elektronového stavu molekuly SRG, což má za následek „rozdvojení“ absorpního píku. 
 
4.1.3 Charakteristika (±)-α-tokoferolu v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní spektra rzn polárních roztok Eα o koncentraci 2,0 · 10−5 mol L−1 
(Obr. 33). Absorpní maxima jsou lokalizovány v oblasti vlnových délek 292–298 nm. Poloha 
maxima absorbance s rostoucí polaritou prostedí v souladu s relativní permitivitou (Tab. V) 
vykazuje hypsochromní posun o 6 nm od nejmén polárního prostedí (n-heptan) 
po nejpolárnjšího prostedí (methanol). S klesající polaritou prostedí docházelo 
k hypochromnímu posunu. Z nulové hodnoty absorbance vzorku z absorpního spektra 
pro prostedí s rznou hodnotou iontové síly (voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl) bylo zjištno, že 
Eα stejn jako SRG je vhodný pro studium solubilizace do nejhydrofóbnjších oblastí domén. 


















Obr. 33 Absorpní spektra Eα v rzn polárních prostedích (cEα = 2,0 · 10−5 mol L−1). 
Zmnou polarity prostedí dochází k zmn polohy maxima absorpce a také ke zmn 
elektronového stavu molekuly Eα, což má za následek „rozdvojení“ absorpního píku. 
 
4.1.4 Charakteristika Nilské erven v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní a emisní spektra rzn polárních roztok NR o koncentraci 
3,0 · 10−5 mol L−1 (Tab. VI). Jelikož se jedná o známou polaritní sondu, byl pedpokládán vliv 
polarity prostedí na polohu absorpních a emisních maxim. Absorpní maxima jsou 
lokalizovány v oblasti vlnových délek 542–553 nm a emisní maxima jsou lokalizovány 
v oblasti vlnových délek 596–632 nm. Poloha maxima absorbance a emise s rostoucí 
polaritou prostedí v souladu s relativní permitivitou (Tab. V) vykazuje bathochromní posun. 
V tabulce namených hodnot absorpních a emisních spekter (Tab. VI) pro výraznou 
spektrální odlišnost nebyly spektra v cyklohexanu a n-heptanu uvažována. Emisní spektrum 
NR je zrcadlovým obrazem absorpního spektra (Obr. 34). Z nulové hodnoty absorbance 
vzorku z absorpního spektra pro prostedí s rznou hodnotou iontové síly (voda, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl) bylo zjištno, že NR stejn jako SRG a Eα je vhodný pro studium 
solubilizace do nejhydrofóbnjších oblastí domén. 
 
Tab. VI Hodnoty absorpních a emisních spekter NR. 
Absorpce Emise Prostedí λmax [nm] Amax εmax · 103 [L mol−1 cm −2] λmax [nm] IF [a.u.] 
methanol 553 0,264 8,8 632 5,6 
1-propanol 547 0,258 8,6 627 7,8 




























Obr. 34 Absorpní a emisní spektrum NR v prostedí methanolu (cNR = 3,0 · 10−5 mol L−1). 
V grafu je naznaen Stokesv posun o 79 nm. 
 
4.1.5 Charakteristika perylenu v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní a emisní spektra rzn polárních roztok Pe o koncentraci 
2,3 · 10−5 mol L−1. Absorpní maxima elektronového pechodu 0–0 jsou lokalizovány 
v oblasti vlnových délek 434–439 nm a emisní maxima jsou lokalizovány v oblasti vlnových 
délek 441–447 nm. Poloha maxima absorbance s rostoucí polaritou prostedí v souladu 
s relativní permitivitou (Tab. V) vykazuje bathochromní posun po prostedí chloroformu 
a poté hypsochromní posun, u polohy maxima emise je tomu naopak. Pe má dobe rozlišenou 
elektronovou strukturu jak absorpního spektra, tak emisního spektra, který je jeho obrazem. 
Na obrázku absorpního a emisního spektra Pe v prostedí chloroformu (Obr. 35) mžeme 
vidt absorpní pechody 0–0 (439 nm), 0–1 (412 nm) a 0–2 (390 nm) a emisní pechody 0–0 
(447 nm), 0–1 (472 nm) a 0–2 (502 nm). Jelikož hodnota absorpce, tzn. že i hodnota 
molárního extinkního koeficientu, pro pechod 0-0 je nejvyšší, je tento pechod také 
nejpravdpodobnjší. Proto v tabulce (Tab. VII) jsou uvedeny hodnoty pouze pro tento 
elektronový pechod. Z nulové hodnoty absorbance vzorku z absorpního spektra 
pro prostedí s rznou hodnotou iontové síly (voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl) bylo zjištno, že 
Pe stejn jako SRG,  Eα a NR je vhodný pro studium solubilizace do nejhydrofóbnjších 
oblastí domén. 
Tab. VII Hodnoty absorpních a emisních spekter Pe. 
Absorpce (0–0) Emise (0–0) Prostedí λmax [nm] Amax εmax · 103 [L mol−1 cm −2] λmax [nm] IF [a.u.] 
methanol  434 0,948 41,2 441 5,3 
1-propanol 436 0,943 41,0 443 5,6 
chloroform 439 0,951 41,3 447 4,8 
cyklohexan 436 1,032 44,9 443 5,1 
































Obr. 35 Absorpní a emisní spektrum Pe v prostedí chloroformu (cPe = 2,3 · 10−5 mol L−1) 
s rozlišenou elektronovou strukturou, kde 0–0, 0–1 a 0–2 pedstavují jednotlivé vibronové 
pechody. Emisní spektrum Pe je obrazem absorpního. Stokesv posun hlavních maxim 
(nejpravdpodobnjší) je 8 nm.  
 
4.1.6 Charakteristika pyrenu v rzných prostedích 
 Byla mena absorpní a emisní spektra rzn polárních roztok Py o koncentraci 
2,5 · 10−5 mol L−1. Jedná se o polaritní sondu, proto pedpokládáme vliv zmny polarity 
prostedí na zmnu absorpního i emisního spektra. Absorpní spektrum Py má rozlišenou 
elektronovou strukturu s pechody 0–0 (~335 nm), 0–1 (~320 nm) a 0–2 (~305 nm) 
s nejpravdpodobnjším elektronovým pechodem 0–0. Z absorpního a emisního spektra Py 
v chloroformu (Obr. 36) si mžeme všimnout, že emisní spektrum není zrcadlovým obrazem 
absorpního spektra. Je to zpsobeno tím, že emisní spektrum je zrcadlovým obrazem 
zakázané absorpce, která je lokalizovaná v oblasti vlnových délek ~340 nm. To má 
za následek to, že emisní spektrum Py nereaguje na zmnu polarity zmnou polohy emisního 
maxima ale zmnou velikosti intenzity fluorescence, respektive zmnou pomru intenzit 1:3. 
Akoliv se jedná o látku s vysokou symetrií (pravidelný delokalizovaný systém pi elektronu), 
vykazuje Py detekovanou absorpci v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl (Obr. 37). I pes 
to je Py vhodný pro studium hydrofóbních oblastí domén. Hodnoty absorpních a emisních 




































Obr. 36 Absorpní a emisní spektrum Py v prostedí chloroformu (cPy = 2,5 · 10−5 mol L−1) 
s dobe  rozlišenou elektronovou strukturou emisního  spektra. Emisní spektrum Py není 



















Obr. 37 Absorpní spektrum Py v prostedích s rznou iontovou silou (voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 
NaCl) (cPy = 2,5 · 10−5 mol L−1). Vykreslení jednotlivých kivek nemá hladký prbh, jelikož 
se jedná o velmi malou absorpci do 0,025 s hodnotou molárního extinkního koeficientu 
hlavního absorpního maxima rovnou 1000 mol−1 m2. 
 46 
Tab. VIII Hodnoty absorpních a emisních spekter Py. 
Absorpce Emise Prostedí λmax [nm] Amax εmax · 103 [L mol−1 cm −2] 1:3 
methanol 334 1,168 46,7 1,00 
1-propanol 335 1,231 49,2 1,01 
chloroform 338 1,180 47,2 1,11 
cyklohexan 336 1,412 56,5 0,47 
n-heptan 335 1,397 55,9 0,47 
 
 
4.2 Solubilizaní schopnosti modelového systému dodecylsíranu sodného (SDS) 
 Nyní bylo u zvolených látek charakterizováno jejich chování v rzn polárních prostedích 
a také bylo ovováno, zda nedochází k jejich rozpouštní v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 
NaCl. Další experimenty proto mohly být zameny na to, jak se tyto látky chovají 
v modelovém systému SDS v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. Tento modelový systém 
micel tenzidu SDS byl zvolený proto, protože se jedná o jednoduchý tenzid, který formuje 
unimolární micely a hodnoty CMC a Nagg ve zvolených prostedích jsou tabelovány (Tab. I). 
Cílem experiment bylo zjistit solubilizaní kapacity SOG, SRG a Eα v micelárním systému 
SDS v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl pi stavu nasycení micel, kdy nás zajímali 
zlomové ásti kivek závislostí absorbancí na koncentraci. Pro pehlednost graf byly místo 
koncentrací uvádny jejich logaritmické hodnoty. Solubilizaní kapacita Sc byla chápána jako 
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kde Vlátky je objem pidávaného solubilizátu o koncentraci zásobního roztoku cZR látky, Vcelk je 
celkový objem vzorku a cmicel je koncentrace micel v celkovém objemu vzorku. 
 Tímto zpsobem vyjádené hodnoty solubilizaních kapacit z experiment nemusí 
odpovídat reálným hodnotám, jelikož je solubilizaní kapacita vztažena na agreganí íslo, 
které bylo tabelováno pro „prázdnou“ micelu. Definice solubilizaní kapacity by mla spíše 
odpovídat mol solubilizované látky na 1 mol vložených micel, jelikož solubilizované látky 
mohou ovlivnit formaci micel. Reálnými hodnotami jsou myšleny hodnoty popisující 
interagující systém micel, rozpouštdla a solubilizované látky. 
 
4.2.1 Solubilizace Sudan Orange G v micelárním systému SDS 
 Byla mena absorpní spektra roztok promnné koncentrace SOG v micelárním systému 
SDS s konstantní hodnotou koncentrace micel 1 · 10−4 mol L−1 v prostedí vody, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. Hodnoty absorbancí byly odeítány v maximu, které odpovídalo 
vlnové délce 381 nm. Jelikož v tchto prostedích dochází k ástenému rozpouštní SOG, 
byla souastn mena ada SOG pouze v tchto prostedích bez pídavku SDS, která byla 
pi vyhodnocování odetena od ad SOG v micelárním systému SDS. Mení bylo tikrát 
opakováno. Podstatou experimentu bylo najít pro všechna prostedí v závislostech absorbancí 
na koncentrací SOG zlom odpovídající nasycení micel. Pi vyhodnocování bylo postupováno 
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tak, že byla vytvoena závislost absorbance na koncentraci SOG odpovídající prmrné 
hodnot tí namených ad (Obr. 38). Tato závislost by mla mít v ideálním pípad dv 
ásti. První ást by mla odpovídat lineárnímu nárstu absorbance v závislosti na pidávaném 
množství SOG do micelárního systému SDS z dvodu zaleování molekul SOG do micel. 
Druhá ást by mla odpovídat stavu nasycení micel SOG, kdy již nedochází k nárstu 
absorbance v závislosti na pidávaném množství. Prseík tchto dvou lineárních závislostí by 
ml odpovídat logaritmické hodnot koncentrace SOG, která písluší solubilizaní kapacit 
micel SDS v daném prostedí pro solubilizovanou látku SOG. V našem reálném pípad 
nedocházelo k lineárnímu nárstu absorbance v závislosti na pidávaném množství SOG. Tato 
závislost odpovídala spíše exponenciálnímu prbhu (R2LIN = 0,8779, R2EXP = 0,9907), proto 
k proložení první ásti závislosti byla volena exponenciální kivka. Druhá ást již byla 
proložena lineární závislostí. Akoli vykazovala mírný rostoucí lineární trend, považovali 
jsme jej za nerostoucí. Z prseík tchto kivek byla získané koncentrace SOG, které 
odpovídají koncentracím uvnit micel ve stavu nasycení. Tyto hodnoty jednotlivých 
koncentrací byly podleny koncentrací micel pítomných daném v systému SDS. Tím byly 
získány píslušné hodnoty solubilizaních kapacit, které jsou uvedeny v tabulce (Tab. IX). 
Z hodnot solubilizaních kapacit si mžeme všimnout, že s rostoucí hodnotou iontové síly 
dochází k nárstu solubilizaní kapacity, což odpovídá  teorii v literatue [1]. Bylo provedeno 
proložení kivky Boltzmannovou S-kivkou. Hodnoty Sc získané z tohoto proložení byly 
o nco vtší. V pípad solubilizace ve vod hodnota solubilizaní kapacity odpovídala 1,93. 
Avšak k vyhodnocení bylo zvoleno proložení první ásti exponenciální a druhou ástí lineární 
kivkou z dvodu piblížení k ideálnímu prbhu závislosti. 
 
Tab. IX Hodnoty koncentrací SOG uvnit micel v systému SDS v prostedí o rzné iontové 
síle ve stavu nasycení a odpovídající hodnoty koncentrací solubilizaních kapacit pro SOG 
v micelárním systému SDS (cmicel = 1 · 10−4 mol L−1). 
Prostedí cSOG · 104 [mol L−1] Sc 
SDS ve vod 1,799 1,80 
SDS v 0,1 mol · L−1 NaCl 1,871 1,87 
SDS v 0,4 mol · L−1 NaCl 2,046 2,05 
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Obr. 38 Závislost maxima absorbance (381 nm) na logaritmické hodnot koncentrace SOG 
v micelárním systému SDS s konstantní hodnotou koncentrace micel 1 · 10–4 mol L−1 
v prostedí vody. Zobrazená kivka odpovídá prmrným hodnotám tí mení. Z velikostí 
chybových úseek si mžeme všimnout, že nejvtší odchylky hodnot maxim absorbací 
odpovídají oblasti nasycení micel SOG. V grafu je naznaena hledaná hodnota koncentrace 
SOG v micelách ve stavu nasycení. Ve vloženém grafu jsou závislosti pro prostedí 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. 
 
4.2.2 Solubilizace Sudan Red G v micelárním systému SDS 
 Byla mena absorpní spektra roztok promnné koncentrace SRG v micelárním systému 
SDS s konstantní hodnotou koncentrace micel 1 · 10−4 mol L−1 v prostedí vody, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. Hodnoty absorbancí byly odeítány v maximu, které odpovídalo 
vlnové délce 510 nm. Mení bylo tikrát opakováno. Podstata experimentu byla stejná jako 
v pípad solubilizace SOG v micelárním systému SDS a to najít pro všechna prostedí 
v závislostech zlom odpovídající nasycení micel. Proto bylo pi vyhodnocování postupováno 
stejn jako v pípad solubilizace SOG. Výsledky mení nejsou uvedeny graficky, ale 
tabulkov (Tab. X). I když mení bylo tikrát opakováno, z hodnot smrodatných odchylek je 
patrné, že pro  správnjší stanovení Sc by bylo nutné mení ješt nkolikrát zopakovat. 
Hodnoty smrodatných odchylek mají nejvyšší hodnoty v oblasti koncentrací odpovídajících 
nasycení micel, což vypovídá o tom, že k nasycení nedochází pi konkrétní hodnot ale 
v malém intervalu hodnot koncentrací, což odpovídá zlomovému prbhu závislosti. Z hodnot 
solubilizaních kapacit (Tab. XI) si mžeme všimnout, že s rostoucí hodnotou iontové síly 
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dochází k nárstu solubilizaní kapacity, což odpovídá teorii v literatue [1]. Pi srovnání 
hodnot solubilizaních kapacit SRG a SOG vidíme, že solubilizaní kapacity pro SRG 
v daném micelárním systému a v píslušném prostedí jsou vyšší. Mže to být zpsobeno 
rozdílnou lipofilností tchto barviv. SRG je ve vod nerozpustné narozdíl od SOG, která se 
ve vod ásten rozpouští. Z toho usuzujeme, že SRG je lipofilnjší, proto se více zaleuje 
do jádra micely a tím má vyšší hodnotu Sc. 
 
Tab. X Prmrné hodnoty maxim absorbancí (510 nm) odpovídající tem mením a jejich 
píslušné smrodatné odchylky pro promnnou koncentraci SRG v micelárním systému SDS 
v prostedích o rzné iontové síle (cmicel = 1 · 10−4 mol L−1). 
Voda 0,1 M NaCl 0,4 M NaCl 
cSRG · 104 
[mol L−1] Prmr A Smrodatná 
odchylka Prmr A 
Smrodatná 
odchylka Prmr A 
Smrodatná 
odchylka 
0,2 0,247 0,020 0,290 0,000 0,356 0,013 
0,4 0,302 0,024 0,370 0,001 0,537 0,001 
0,6 0,350 0,013 0,381 0,028 0,500 0,056 
0,8 0,452 0,017 0,489 0,033 0,694 0,010 
1,0 0,588 0,005 0,597 0,047 0,727 0,018 
2,0 0,712 0,027 0,677 0,067 0,771 0,020 
5,0 0,707 0,005 0,805 0,009 0,999 0,008 
8,0 0,722 0,002 0,918 0,023 1,026 0,003 
10,0 0,740 0,003 0,904 0,021 1,027 0,021 
 
Tab. XI Hodnoty koncentrací SRG uvnit micel v systému SDS v prostedí o rzné iontové síle 
ve stavu nasycení a odpovídající hodnoty solubilizaních kapacit pro SRG v micelárním 
systému SDS (cmicel = 1 · 10−4 mol L−1). 
Prostedí cSRG · 104 [mol L−1] Sc 
SDS ve vod 1,904 1,90 
SDS v 0,1 mol L−1 NaCl 2,188 2,19 
SDS v 0,4 mol L−1 NaCl 2,965 2,97 
 
 
4.2.3 Solubilizace (±)-α-tokoferolu v micelárním systému SDS 
 Pi mení absorpního spektra prvotního experimentu s promnnou koncentrací Eα 
v micelárním systému SDS v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl s konstantní hodnotou 
koncentrace micel 1 · 10−4 mol L−1, která byla použita pro mení SOG a SRG, byla mena 
vysoká absorbance nad hodnotu 3, která nezaruovala správnost výsledku. Jelikož používaný 
mící pístroj neumožoval mnit citlivost mení, byla zvolena nižší koncentrace micel 
5 · 10−5 mol L−1. Pi snížení koncentrace micel byl pedpoklad snížení absorbance z dvodu 
menší koncentrace Eα v systému. Hodnoty absorbancí byly odeítány v maximu, které 
odpovídalo vlnové délce 292 nm. Byl pedpoklad vzniku nasycení v závislosti absorbance 
na koncentraci Eα v daném micelárním systému SDS (Obr. 39), jak tomu bylo v pípadech 
SOG a SRG, avšak k nasycení nedošlo, i když maximální hodnoty odpovídaly pomrn 
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Obr. 39 Závislost maxima absorbance (292 nm) na logaritmické hodnot koncentrace Eα 
v micelárním systému SDS s konstantní hodnotou koncentrace micel 5 · 10–5 mol L−1 
v prostedí vody. Z prbhu závislosti vidíme, že nedochází k nasycení micel Eα jak tomu bylo 
v pípadech SOG a SRG. 
 
 Jelikož nedošlo k nasycení micel, byl zvolen další typ experimentu, kdy místo promnné 
koncentrace solubilizované látky v systému s konstantní hodnotu koncentrace micel byly 
pro mení pipravovány vzorky s konstantní koncentrací solubilizované látky a promnnou 
koncentrací SDS, což vedlo k urování obecnjší hodnoty popisující stupe solubilizace. Tato 
hodnota se nazývá solubilizaní síla a je vyjádena jako mol solubilizované látky na 1 mol 
tenzidu. Naší hledanou závislostí byla opt závislost absorbance na koncentraci SDS. 
V ideálním pípad má tato kivka ti ásti, které od sebe oddlují dva zlomy. První ást 
odpovídá systému SDS pod kritickou micelární koncentrací, proto velikost absorbance je 
nulová. Musíme si uvdomit, že se jedná o solubilizaci hydrofóbní látky v ideálním pípad. 
V reálném pípad absorbance pod kritickou micelární koncentrací nebude nulová, ale bude se 
k nulové hodnot blížit. S rostoucí koncentrací tenzidu dostaneme pi urité koncentraci první 
zlom, který odpovídá CMC. Nyní absorbance lineárn roste v závislosti na rostoucí 
koncentraci micel, které poskytují volné místo pro solubilizaci hydrofóbní látky uvnit jejich 
micelárního jádra. Pi urité koncentraci dostaneme druhý zlom, který odpovídá solubilizaní 
síle ve stavu nasycení systému pro danou koncentraci látky. Pokud bychom mli jinou 
koncentraci látky, k nasycení by nedošlo pi stejné koncentraci tenzidu. V pípad vyšší 
koncentrace látky by k nasycení došlo pi vyšších hodnotách absorbancí odpovídajícím 
vyšších hodnotách koncentrací tenzidu, protože by bylo k dispozici vtší množství 
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solubilizované látky. Závislost by zstala stejná pouze po první zlom, ili hodnotu CMC. 
Po dosažení nasycení s další rostoucí koncentrací tenzidu nedochází k nárstu absorbace. 
Hodnota absorbance je již konstantní. 
 Byla mena absorpní spektra roztok s konstantní koncentrací Eα 3 · 10−4 mol L−1  
a promnnou hodnotou koncentrace SDS v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. 
Koncentrace Eα byla volena z výsledk mení v micelárním systému SDS po zjištní 
píslušných molárních extinkních koeficient tak, aby odpovídala absorbanci 1. Hodnoty 
absorbancí byly odeítány v maximu, které odpovídalo vlnové délce 292 nm. Z odetených 
hodnot byly sestrojeny závislosti absorbancí na koncentraci SDS v daných prostedích. 
Závislosti mly opravdu ti ásti, které od sebe oddlovaly dva zlomy, jak už bylo popsáno 
v ideálním pípad. Závislosti byly proloženy pímkami (Obr. 40). Byly odeteny hodnoty 
logaritmu koncentrací odpovídající prseíkm pímek a následn pepoteny na koncentrace 
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kde Vlátky je objem pidávaného solublilizátu – Eα o koncentraci zásobního roztoku cZR látky, 
Vcelk je celkový objem vzorku a ctenzidu je koncentrace tenzidu pi stavu nasycení odpovídající 
danému množství solubilizované látky ve vzorku. 
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R2 = 0,9981
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Obr. 40 Závislost maxima absorbance (292 nm) na logaritmické hodnot koncentrace SDS 
systému s konstantní koncentrací Eα 3 · 10−4 mol L−1 v prostedí 0,1 mol L−1 NaCl. Tuto 
závislost tvoí ti lineární ásti, které jsou proloženy lineární smrnicí trendu. Prseíky 
tchto lineárních ástí odpovídají logaritmu CMC a logaritmické hodnot koncentrace SDS 
odpovídající Sp. 
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 Pi srovnání experimentáln získaných hodnot CMC pro SDS v prostedí vody, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl (Tab. XII) s píslušnými tabelovanými hodnotami (Tab. I) bylo 
zjištno, že tabelované hodnoty CMC pro SDS se od namených hodnot liší. Hodnota CMC 
v prostedí vody je ádov nižší a hodnoty CMC v prostedí 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl  jsou 
srovnatelné. Dvod nízké CMC v prostedí vody mže být ten, že Eα mže psobit jako 
kosurfaktant, což bylo usouzeno z jeho struktury (tenzidový charakter). Hodnoty solubilizaní 
síly s rostoucí iontovou silou klesají. Píslušné hodnoty solubilizaní kapacity nejsou 
uvedeny, z dvodu vlivu Eα na hodnotu CMC. Byla zvážena možnost proložení závislosti 
Boltzmannovou S-kivkou. Hledané hodnoty Sp získané z tohoto proložení byly srovnatelné 
s hodnotami získanými jako prseíky pímek. Lišili se v tisícinách, proto bylo zvoleno jedno 
vyhodnocení a to pomocí proložení tí lineárních ástí. 
 
Tab. XII Hodnoty CMC a Sp pro systém o promnné koncentraci SDS v prostedí o rzné 
iontové síle s konstantní koncentrací Eα 3 · 10−4 mol L−1. 
Prostedí CMC · 10−4 [mol L−1] Sp 
SDS ve vod 3,71 0,05 
SDS v 0,1 mol L−1 NaCl 8,32 0,03 
SDS v 0,4 mol L−1 NaCl 6,93 0,02 
 
 
4.3 Solubilizaní schopnosti alkylových derivát HA (hHA) 
 U zvolených látek bylo charakterizováno jejich chování v rzn polárních prostedích 
a také bylo ovováno, zda nedochází k jejich rozpouštní v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 
NaCl. Dále byla prozkoumána jejich schopnost solubilizovat se do jednoduchých micel 
modelového systému SDS v prostedích s rznou iontovou silou (voda, 0,1 a 0,4 mol L−1 
NaCl). Nyní bylo pistoupeno k solubilizaním schopnostem alkylových derivát 
hyaluronanu, které pedstavují skupinu polymerní micel. Jedná se o hydrofobizované 
deriváty, proto je budeme oznaovat jako hHA. Pro naše experimenty byly zvoleny ti 
alkylové deriváty znaené pracovním názvem DEC-NH-HA. To znamená, že je na molekuli 
HA navázaný decyl pes karbamátovou vazbu (Obr. 9). Tyto deriváty mly stejnou 
molekulovou hmostnost 100 kDa (kg mol−1), avšak lišily se stupnm substituce (10, 30, 50), 
který vyjaduje poet alkylových jednotek pipadajících na jeden dimer HA. V pípad 
derivátu DEC-NH-HA 100/10 to znamená, že 0,1 decylových jednotek pipadá na jeden 
dimer HA. 
 
4.3.1 Urení kritické asocianí koncentrace hHA pomocí pyrenu 
 Díve, než se bylo možné zamit na solubilizaní schopnosti zvolených hHA, bylo nutné 
zjistit jejich CAC. Pro experiment byly vytvoeny koncentraní ady všech tí hHA 
ve zvolených prostedích o rzné iontové síle naedním již ustálených koncentrovaných 
zásobních roztok, které obsahovaly konstantní koncentraci Py 2,5 · 10−5 mol L−1. Byla 
mená jejich emisní spektra. Vyhodnocování bylo provedeno podle metody pomru 1:3, 
která je popsaná v ásti 2.7.3.3 Pyren, v programu OriginPro 8, který v nabídce analýz 
obsahuje proložení závislosti Boltzmannovou S-kivkou (Obr. 41). Tato funkce proložení 
vytvoí tabulku s hodnotami charakterizující Boltzmannovu S-kivku, které je možno použít 
pi výpotu  hodnot na ose y dle vzorce (9). Metoda pomru 1:3 nabízí pro stanovení CAC ti 
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možné body. Pro hHA bylo zjištno pomocí intenzity fluorescence perylenu, že hledaná 
hodnota CAC odpovídá inflexnímu bobu kivky [34], ili bodu x0. Pi odeítání logaritmu 
CAC bylo postupováno tak, že každá závislost pomru 1:3 na koncentraci byla proložena 
Boltzmannovou S-kivkou a tím byly získány pesné hodnoty inflexního bodu, které 
po odlogaritmování odpovídali CAC píslušné hHA v daném prostedí (Tab. XIII). 
Z jednotlivých hodnot CAC vidíme, že s rostoucí iontovou silou roste hydrofóbnost domén 
a tím i hodnota CAC u všech hHA, což odpovídá teorii psané v literatue [1]. Pro naše 
zvolené deriváty platí, že vyšší hodnoty CAC má hHA s nižším stupnm substituce. 
 






























Obr. 41 Závislost pomru intenzit pyrenu 1:3 na logaritmické hodnto koncentrace 
DEC-NH-HA 100/50 v prostedí 0,4 mol L−1 NaCl, která je proložena Boltzmannovou 
S-kivkou. V tomto grafu je vložena tabulka popisující S-kivku, která je vygenerovaná 
programem OriginPro 8 po proložení závislosti. Z pravdivostní hodnoty vidíme, že toto 
mení má vysokou pravdivostní hodnotu, proto získaná hodnota CAC bude z velké 
pravdpodobnosti odpovídat ideální hodnot. 
 
 
Tab. XIII Hodnoty CAC pro zvolené hHA v prostedích s rznou iontovou silou získané 
ze závislosti pomru 1:3 na logaritmické hodnot koncentrace píslušného derivátu 
odpovídající hodnotám inflexního bodu Boltzmannovy S-kivky. 







hHA ve vod 0,380 0,138 0,122 
hHA v 0,1 mol L−1 NaCl 0,350 0,111 0,095 
hHA v 0,4 mol L−1 NaCl 0,305 0,097 0,081 
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4.3.2 Vliv koncentrace pyrenu na polaritu domén hHA 
 Pro experiment byly vytvoeny koncentraní ady všech tí hHA ve zvolených prostedích 
o rzné iontové síle naedním již ustálených koncentrovaných zásobních roztok, které 
obsahovaly promnnou koncentraci Py. Pro každý derivát byly vytvoeny dv ady 
koncentrací odpovídající rzné polarit hydrofóbních domén. První ada odpovídala 
koncentraci CAC + 10 % z její hodnoty a druhá ada koncentraci 0,5 g L−1. Tyto koncentrace 
byly zvoleny proto, aby byla prozkoumána polarita domén hHA v oblasti koncentrace vzniku 
micel a koncentrace odpovídající nejvyšší možné hodnot lineární ásti Boltzmannovy 
S-kivky, kdy roztoky hHA nebyly ješt zakalené z dvodu jejich vysoké koncentrace. 
Podstatou experimentu bylo zjistit, zda koncentrace Py ovlivuje polaritu domén hHA 
pi zvolených koncentracích. Ze závislostí polaritního indexu (pomru 1:3) na logaritmické 
hodnot koncentrace Py bylo zjištno, že koncentrace Py ovlivuje polaritu domén hHA, 
avšak existují oblasti koncentrací Py odpovídající stabilním hodnotám polaritních index 
(Tab. XIV). Experiment byl proto zamen na stanovení nejvyšší koncentrace Py pro danou 
koncentraci daného hHA odpovídající ješt stabilní oblasti závislosti polaritního indexu 
na logaritmické hodnot koncentrace Py. Stanovení teto koncentrace Py, která neovlivuje 
polaritu domén hHA, nebylo možné vždy urit ze závislosti pomru 1:3 na logaritmické 
hodnot koncentrace Py, protože vždy nedocházelo ke vzniku stabilních oblastí. V tchto 
pípadech byla hledaná koncentrace Py stanovena ze závislosti pomru intenzity fluorescence 
excimeru a monomeru (E:M) na logaritmické hodnot koncentrace Py. Koncentrace Py, která 
neovlivuje polaritu domén hHA, byla brána jako hodnota koncentrace, která odpovídala 
minimální hodnot pomru E:M, protože tato hodnota charakterizuje minimální množství Py 
v systému a tím i minimální vliv koncentrace Py na polaritu domén. V tabulce (Tab. XIV) 
jsou uvedeny hodnoty pomr 1:3 a E:M pro všechny hHA v prostedí vody, 
0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. Stanovená koncentrace Py, která ješt neovlivuje hodnotu polarity 
domén hHA, je pro všechny hHA a všechny prostedí stejná, odpovídá hodnot 
4 · 10−7 mol  L−1. 
 
4.3.3 Vliv doby na polaritu domén hHA 
 Pro experiment byly v dostateném množství pipraveny zásobní roztoky hHA v prostedí 
vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl o koncentraci CAC + 10 %, které byly postupn odebírány 
v asovém intervalu 0, 24, 48 a 72 h od doby pípravy zásobních roztok. Pro každý derivát 
a pro každé prostedí byly odebírány ti vzorky, které obsahovaly konstantní množství Py 
o koncentraci 4 · 10–7 mol L−1 která, jak už bylo zjištno, nemá vliv na polaritu domén hHA. 
Byla promována emisní spektra. Z hodnot pomr 1:3 byl sledován vliv doby odbru 
na polaritu domén hHA (Tab. XV). Bylo zjištno, že doba odbru nemá žádný vliv na polaritu 
domén hHA pi dané koncentraci pro daný zpsob pípravy roztoku hHA. Z toho usuzujeme, 
že vytvoený systém hydrofóbních domén hHA v daných prostedích pro danou koncentraci 
je asov stálý. 
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Tab. XIV Hodnoty polaritního indexu (1:3) a pomru E:M pro ti deriváty hHA o dvou 
koncentracích pro prostedí o rzné iontové síle. 
hHA ve vod  hHA v 0,1 M NaCl hHA v 0,4 M NaCl  
0,5 g L−1 CAC 


















1:3 E:M 1:3 E:M 1:3 E:M 1:3 E:M 1:3 E:M 1:3 E:M 
0,2 0,99 0,06 1,00 0,05 1,03 0,07 1,03 0,07 1,02 0,06 1,06 0,07 
0,4 1,00 0,07 1,02 0,09 1,07 0,08 1,05 0,08 1,04 0,08 1,06 0,08 
0,6 1,03 0,06 1,03 0,09 1,18 0,06 1,14 0,08 1,05 0,09 1,08 0,08 
1,0 1,00 0,12 1,04 0,13 1,04 0,13 1,07 0,14 1,06 0,10 1,16 0,07 





6,0 1,10 0,44 1,11 0,40 1,12 0,46 1,17 0,43 1,10 0,39 1,16 0,46 
0,2 0,90 0,06 0,95 0,05 0,93 0,05 0,96 0,05 0,95 0,05 0,97 0,05 
0,4 0,87 0,06 0,96 0,05 0,91 0,05 0,97 0,06 0,93 0,06 0,99 0,07 
0,6 0,87 0,07 0,96 0,06 0,91 0,06 1,00 0,07 0,93 0,06 1,00 0,07 




1,4 0,86 0,10 0,97 0,15 0,90 0,11 1,02 0,12 0,92 0,09 1,03 0,17 
0,1 0,98 0,08 1,00 0,05 0,97 0,08 1,02 0,04 0,99 0,07 1,02 0,05 
0,2 0,93 0,06 1,01 0,05 0,95 0,06 1,02 0,05 0,98 0,07 1,02 0,05 
0,4 0,91 0,06 0,99 0,08 0,96 0,06 1,03 0,07 0,97 0,06 1,02 0,07 
0,6 0,93 0,07 1,02 0,11 0,94 0,07 1,03 0,09 0,94 0,06 1,02 0,09 





2,0 0,90 0,12 1,04 0,16 0,93 0,09 1,06 0,19 0,94 0,09 1,04 0,19 
 
 
Tab. XV Hodnoty polaritního indexu (1:3) pro ti deriváty hHA o koncentraci CAC + 10 %,  
pro prostedí o rzné iontové síle v asových intervalech. 
 1:3 
100/10 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin 
voda 0,95 0,94 0,94 0,95 
0,1 mol L−1 NaCl 1,00 1,03 1,02 1,01 
0,4 mol L−1 NaCl 1,01 1,02 1,02 1,02 
100/30 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin 
voda 0,93 0,94 0,93 0,93 
0,1 mol L−1 NaCl 0,96 1,00 1,02 1,03 
0,4 mol L−1 NaCl 0,97 0,99 1,00 1,00 
100/50 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin 
voda 0,93 0,95 0,94 0,94 
0,1 mol L−1 NaCl 0,95 0,97 0,98 0,97 
0,4 mol L−1 NaCl 0,98 0,99 1,01 0,99 
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4.3.4 Vliv pípravy roztok hHA na polaritu domén 
 Srovnáme-li hodnoty pomru 1:3 získané odetením ze závislosti pomru 1:3 
na logaritmické hodnot koncentrace Py z Boltzmannovy S-kivky pro koncentraci CAC + 
10 % z mení pi urování CAC, kdy byly tyto roztoky pipravovány naedním 
z koncentrovanjších zásobních roztok a s hodnotami pomru 1:3 získané z mení pímo 
pipravených roztok o koncentraci CAC + 10 % (Tab. XVI), zjistíme, že hodnoty nejsou 
stejné pro derivát o nejnižším stupni substituce. V pípad tohoto derivátu platí, že 
hydrófobnost domény pro všechna prostedí v pípad pípravy naedním je nižší, než 
v pípad pímé pípravy roztoku o dané koncentraci. Mže to být zpsobeno tím, že pi 
naední dochází vlivem pidávaného prostedí k oslabení interakcí držící doménovou 
strukturu pohromad a tím klesá kompaktnost vytvoených domén. Pro další dva stupn 
substituce jsou hodnoty polarity domén srovnatelné. Tuto odlišnost od derivátu s nejnižším 
stupnm substituce si vysvtlujeme tím, že pítomnost vtšího potu substituent na etzci 
HA umožujících vytváení domén zpsobuje kompaktnjší a pevnjší domény. Z toho 
vyplývá, budeme-li chtít pevnjší a hydrofóbnjší domény, použijeme deriváty s vyšším 
stupnm substituce. 
 
Tab. XVI Hodnoty polaritního indexu (1:3) pro ti deriváty hHA o koncentraci CAC + 10 %,  
pro prostedí o rzné iontové síle pro dva typy zpsobu pípravy roztok (N: naední, 
P: pímá píprava). 
1:3 CAC + 10 % 








voda 1,10 0,95 0,94 0,93 0,93 0,93 
0,1 mol L−1 NaCl 1,07 1,00 0,94 0,96 0,94 0,95 
0,4 mol L−1 NaCl 1,10 1,01 0,95 0,97 0,95 0,98 
 
4.3.5 Vliv koncentrace Nilské erven na polaritu domén hHA 
 Tento experiment odpovídá experimentu vlivu koncentrace Py na polaritu domén hHA. 
Nebyla sledována zmna pomru intenzit fluorescence jak tomu bylo u Py, ale zmna polohy 
maxim v emisních spektrech. Pro experiment byly vytvoeny koncentraní ady všech tí hHA 
ve zvolených prostedích o rzné iontové síle naedním již ustálených koncentrovaných 
zásobních roztok, které obsahovaly promnnou koncentraci NR. Pro každý derivát byly 
vytvoeny dv ady koncentrací odpovídající rzné polarit hydrofóbních domén. (CAC + 
10 % a 0,5 g L−1). Podstatou experimentu bylo zjistit, zda koncentrace NR ovlivuje polaritu 
domén hHA. Bylo zjištno, že ovlivuje. Z grafu závislosti vlnové délky odpovídající 
maximu v emisním spektru na koncentraci NR pro koncentraci hHA CAC + 10 % (Obr. 42) 
a 0,5 g L−1 (Obr. 43) vidíme, že vliv koncentrace NR je výraznjší pro koncentraci 0,5 g L−1. 
NR je polaritní sonda, která reaguje na rostoucí polaritu prostedí bathochromním posunem. 
V pípad vlivu koncentrace NR na polaritu domén hHA to znamená, že s rostoucí 
koncentrací NR v systému hHA nad CAC polarita domén roste. V pípad vyšších 
koncentracích hHA než odpovídá hodnotám CAC je vliv koncentrace NR vtší. Pro náš 
derivát DEC-NH-HA 100/30 v prostedí vody a uritém rozmezí koncentrací NR 
o koncentraci CAC + 10 % dochází k zmn polarity v rozmezí 612–618 nm a v prostedí 
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o koncentraci 0,5 g L−1 v rozmezí 608–619 nm. Z nárstu polarity domén zpsobeného 
zvýšením koncentrace NR vyvozujeme, že není jedno, jakou koncentraci NR pro studium 
polarity domén hHA použijeme, abychom zamezili vlivu samotné látky NR. Na druhou stranu 
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Obr. 42 DEC-NH-HA 100/30. Závislost vlnové délky maxima emixního píku NR  na 
logaritmické hodnot koncentrace NR v hHA o koncentraci CAC + 10 %  v prostedí vody 
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Obr. 43 DEC-NH-HA 100/30. Závislost vlnové délky maxima emisního píku NR  
na logaritmické hodnot koncentrace NR v hHA o koncentraci  0,5 g L−1 v prostedí vody 
a 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. 
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4.3.6 Solubilizace Sudan Red G v hHA 
 Pro studium solubilizace SRG hydrofobizovaného derivátu DEC-NH-HA 100/30 
v prostedích s rznou iontovou silou byla pipravena ada vzork s konstantním množstvím 
SRG o koncentraci 2 · 10−5 mol L−1. Tato koncentrace byla volena z výsledk mení 
v micelárním systému SDS po zjištní píslušných molárních extinkních koeficient tak, aby 
odpovídala absorbanci 1. Vzorky se od sebe lišili promnnou koncentrací derivátu HA, která 
se nacházela v rozsahu koncentrací 0,005–2,5 g L−1. Koncentraní ada byla pipravena 
naedním již ustáleného koncentrovaného zásobního roztoku daného hHA. Bylo zjištno, že 
k solubilizaci SRG do domén hHA nedochází po pípad, že se k solubilizaci dochází velmi 
málo. Roztoky SRG v hHA byly proto podrobeny 24 hodinové sonifikaci pi 50 °C. Ani tento 
zpsob pípravy nepodpoil solubilizaci. Z toho bylo usouzeno, že jednou z možností 
neúspchu solubilizace SRG je nízká lipofilnost jádra domény hHA, která není pro SRG 
dostaten velká, aby umožnila pesun SRG do domény hHA. Popípad k solubilizaci SRG 
nedochází z dvod stérických efekt.  
 
4.3.7 Solubilizace (±)-α-tokoferolu v hHA 
 Pro studium solubilizace Eα v hydrofodizovaném derivátu DEC-NH-HA 100/30 
v prostedích o rzné iontové síle byla pipravena ada vzork s konstantním množstvím 
Eα o koncentraci 2,9· 10−4 mol L−1. Tato koncentrace byla volena z výsledk mení 
v micelárním systému SDS po zjištní píslušných molárních extinkních koeficient tak, aby 
odpovídala absorbanci 1. Vzorky se od sebe lišili promnnou koncentrací derivátu HA, která 
se nacházela v rozsahu koncentrací 0,005–2,5 g L−1. Koncentraní ada byla pipravena 
naedním již ustáleného koncentrovaného zásobního roztoku daného hHA. Byla promena 
absorbance koncentraních ad, avšak tyto koncentraní ady nebylo možné vyhodnotit, 
protože pi vyšších koncentracích hHA, kde jsme pedpokládali nasycení micel, vznikal zákal, 
který clonil absorpci Eα. Píslušné blanky byly nezakalené. Μení emisních spekter nebylo 
provedeno z dvodu vzniklého zákalu, který by ml vliv na menou intenzitu fluorescence. 
 
4.3.8 Solubilizace perylenu v hHA 
 Pro studium solubilizace Pe v hydrofobizovaných derivátech hyalurovanu v prostedích 
o rzné iontové síle byla pipravena ada vzork s konstantním množstvím Pe o koncentraci 
2,2 · 10−5 mol L−1. Tato koncentrace byla volena z výsledk mení v micelárním systému 
SDS po zjištní píslušných molárních extinkních koeficient tak, aby odpovídala 
absorbanci 1. Byla promena absorbance koncentraních ad, avšak tyto koncentraní ady 
nebylo možné vyhodnotit, protože pi vyšších koncentracích hHA, kde bylo pedpokládáno 
nasycení micel docházelo k clonní absorpce Pe, akoli tyto roztoky byly iré. Proto byly 
promeny jejich emisní spektra. V závislostech maxim intenzit fluorescence na logaritmické 
hodnot koncentrace hHA byl náznak nasycení (Obr. 44), (Obr. 45), (Obr. 46). I když kivka 
neobsahovala dostatené množství bod v oblasti nasycení, byly tyto kivky proloženy 
v programu OriginPro 8 Boltzmannovou S-kivkou. Byly získány hodnoty, které tuto kivku 
charakterizují. K odetení hodnot logaritmu koncentrací hHA odpovídající nasycení domén 
danou koncentrací Pe byla proložena lineární ást kivky a hodnota odpovídající maximu, 
která byla získána z programu OriginPro 8. Hledaná hodnota odpovídala jejich prseíku. 
Z tchto hodnot byly podle výrazu (12) dopoítány píslušné solubilizaní síly, které vyjadují 
mol Pe na 1 mol píslušného hHA. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. XVII). Z tchto 
hodnot mžeme vidt, že pro derivát s nejvyšším stupnm substituce platí, že pi rostoucí 
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iontové síle roste solubilizaní síla a s ní množství solubilizované látky v hydrofóbních 
doménách. Tento vliv iontové síly na rostoucí solubilizaní sílu odpovídá vlivu v klasických 
micelárních systémech. V pípadech s nižším stupnm substituce je to jiné. V pípad derivátu 
se stedním stupnm substituce je vliv iontové síly opaný, to znamená, že s rostoucí iontovou 
silou klesá solubilizaní síla. Nejkomplikovanjší je to u derivátu s nejnižším stupnm 
substituce. Vliv iontové síly se prokázal, avšak nebylo objeveno pravidlo, jakým zpsobem 
k vlivu dochází. Dvod, pro jsme nemili závislost pi vyšších koncentracích, abychom 
získali dostatené množství hodnot v oblasti nasycení a tím pesnjší výsledky byl ten, že 
roztoky hHA tchto koncentrací jsou již zakalené. 
 
Tab. XVII Hodnoty Sp pro systém o promnné koncnetraci hHA v prostedí o rzné iontové 
síle s konstantní koncentrací Pe 2,2 · 10−5 mol L−1. 
Sp · 103 Prostedí 
100/10 100/30 100/50 
voda 8,0 3,5 6,7 
0,1 mol L−1 NaCl 1,3 7,0 6,3 
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Obr. 44 DEC-NH-HA 100/10. Závislost intenzity fluorescence na logaritmické hodnot 
koncentrace hHA v systému s konstantním množstvím Pe o koncentraci 2,2 · 10−5 mol L−1 
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Obr. 45 DEC-NH-HA 100/30. Závislost intenzity fluorescence na logaritmické hodnot 
koncentrace hHA v systému s konstantním množstvím Pe o koncentraci 2,2 · 10−5 mol L−1 
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Obr. 46 DEC-NH-HA 100/50. Závislost intenzity fluorescence na logaritmické hodnot 
koncentrace hHA v systému s konstantním množstvím Pe o koncentraci 2,2 · 10−5 mol L−1 
v prostedí vody a 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl. 
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5 ZÁVR 
 V teoretické ásti diplomové práce byla provedena literární rešerše na téma solubilizace 
ve vodném prostedí se zamením na hydrofóbní soluty, které bylo rozšíeno o témata s ním 
související. V experimentální ásti bylo provedeno samotné studium solubilizaních 
vlastností. Vyhodnoceno bylo hlavn z hlediska stupn (úrovn) solubilizace a ne z hlediska 
optimalizace pípravy roztoku, jak bylo dáno zadáním diplomové práce. Tato zmna 
ve vyhodnocování byla zpsobena zjištnými vlivy na stupe solubilizace v prbhu mení. 
Cílem práce bylo prozkoumat solubilizaní schopnosti polysacharid, které byly zastoupeny 
alkylovými deriváty hyaluronanu. Obecn deriváty hyaluronanu ve vodném prostedí 
vytváejí hydrofóbní domény, které byly stedem zájmu experiment. Pro studium tchto 
hydrofóbních domén ve vodném prostedí byly použity látky Sudan Red G, (±)-α-tokoferol, 
Nilská erve, perylen a pyren. 
 Nejdíve byly zvolené látky podrobené studiu jejich chování v prostedích o rzné iontové 
síle (vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 NaCl), které byly zvoleny pro solubilizaní experimenty, 
a v rzn polárních prostedích (methanol, 1-propanol, chloroform, cyklohexan a n-heptan) 
k ovení chování nkterých látek, které jsou uvádny jako polaritní sondy. Z absorpních  
mení bylo zjištno, že SOG se ve zvolených prostedích pro solubilizaci nepatrn rozpouští. 
Látky SRG, Eα, NR, Pe a Py jsou vhodné pro studium hydrofóbních oblastí domén. 
 Na modelovém systému dodecylsíranu sodném byla studována úrove solubilizace, která 
byla vyjádena solubilizaní kapacitou a obecnjší solubilizaní silou. Solubilizace SOG byla 
prozkoumána s ohledem na jeho ástenou rozpustnost v prostedí vody, 0,1 a 0,4 mol L−1 
NaCl. Byla zjištna závislost rostoucí iontové síly na rostoucí solubilizaní kapacitu. Hodnoty 
solubilizaních kapacit SOG byly stanoveny  na 1,80 ve vod, 1,87 v 0,1 mol L−1 NaCl a 2,05 
v 0,4 mol L−1 NaCl. Závislost rostoucí iontové síly na rostoucí solubilizaní kapacitu byla 
prokázána i u SRG. Jednotlivé hodnoty solubilizaních kapacit SRG byly stanoveny na 1,90 
ve vod, 2,19 v 0,1 mol L−1 NaCl a 2,97 0,4 mol L−1 NaCl. U solubilizace Eα bylo voleno 
vyjádení úrovn solubilizace pomocí solubilizaní síly z dvodu nenasycení micel 
u prvotního zpsobu vyjadování. Solubilizaní síla pro koncentraci 3 · 10−4 mol L−1 Eα byla 
stanovena na 0,05 ve vod, 0,03 v 0,1 mol L−1 NaCl a 0,02 v 0,4 mol L−1 NaCl. S rostoucí 
iontovou silou klesá hodnota solubilizaní síly pro koncentraci 3 · 10−4 mol L−1 Eα. 
 Díve nž byly provedeny solubilizaní experimenty alkylových derivát HA 
(DEC-NH-HA 100/10, DEC-NH-HA 100/30 a DEC-NH-HA 100/50), byly stanoveny jejich 
kritické asocianí koncentrace pomocí pyrenu a jeho metody pomru 1:3. Obecn platí, že 
s rostoucí iontovou silou a rostoucím stupnm substituce klesá hodnota CAC. Byl zkoumán 
vliv koncentrace Py na polaritu domén hHA. Koncentrace Py má vliv na polaritu domén, 
avšak byla stanovena koncentrace 4 · 10–7 mol  L−1 Py pro všechny deriváty ve zvolených 
prostedích, která polaritu ješt neovlivuje. Vliv koncentrace solubilizované látky na polaritu 
domén byl prokázán také u NR. V pípad pímo pipravených roztok hHA pi solubilizaci 
Py o koncentraci 4 · 10–7 mol  L−1 byla objevena nezávislost polarity domén na dobu 
stabilizace roztok po dobu 72 hodin. Srovnáním hodnot vyjadující polaritu domén u pímo 
pipravených roztok a roztok pipravených naedním byl zjištn vliv u nejmén 
substituovaného derivátu. Polarita domén byla vyšší roztok pipravených naedním. 
Hodnoty u dalších dvou hHA byly srovnatelné. 
 Pi solubilizaních experimentech SRG v hHA bylo zjištno, že k solubilizaci SRG 
nedochází, což mohlo být zpsobeno nízkou lipofilností domén nebo sterickými vlivy. 
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Pi experimentech s Eα došlo k zákalu vzork v oblasti koncentrací pedpokládaného nasycení 
micel, který znemožnil mení. Pi dalších solubilizaních experimentech s Pe nemohly být 
promena absorbance z dvodu clonní prostedí, i když vzorky a blanky byly iré. 
Solubilizaní síla byla proto vyhodnocena z emisního mení. Hodnoty solubilizaní síly byly 
stanoveny pro koncentraci 3 · 10−4 mol L−1 Pe. Pro derivát s nejvyšším stupnm substituce 
platí, že pi rostoucí iontové síle roste solubilizaní síla. Tento vliv iontové síly na rostoucí 
solubilizaní sílu odpovídá vlivu v klasických micelárních systémech. V pípad derivátu se 
stedním stupnm substituce je vliv iontové síly opaný. Nejkomplikovanjší je to u derivátu 
s nejnižším stupnm substituce. Solubilizaní síla DEC-NH-HA 100/10 byla stanovena na 
8,0 · 103 ve vod, 1,3 · 103 v 0,1 mol L−1 NaCl a 4,5 · 103 v 0,4 mol L−1 NaCl. Solubilizaní 
síla DEC-NH-HA 100/30 byla stanovena na 3,5 · 103 ve vod, 7,0 · 103 v 0,1 mol L−1 NaCl 
a 7,5 · 103 v 0,4 mol L−1 NaCl. Solubilizaní síla DEC-NH-HA 100/50 byla stanovena 
na 6,7 · 103 ve vod, 6,3 · 103 v 0,1 mol L−1 NaCl a 5,6 · 103 v 0,4 mol L−1 NaCl. 
 Pi ešení diplomové práce byly zaznamenány mírné obtíže z dvodu interakcí látek. 
Obecn platí, že alkylové deriváty HA s vyšším stupnm substituce jsou stabilnjší a jejich 
hydrofóbní domény jsou kompaktnjší. Byl prokázán vliv iontové síly na úrove solubilizace 
u hHA, avšak nebylo stanoveno obecné pravidlo, kterým by se tento vliv ídil. Každá látka 
v systému hHA interaguje odlišn, proto každé studium solubilizaních vlastností hHA je 
specifické a vyžaduje individuální pístup.   
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL	 
SDS dodecylsíran sodný (Sodium Dodecyl Sulphate) 
Mr relativní molekulová hmotnost 
tt teplota tání [°C] 
CMC kritická micelární koncentrace (Critical Micellar Concentration) [mol L−1] 
Tk Krafftova teplota [K] 
CPP kritický pakovací parametr (Critical Packing Parameter) 
HA kyselina hyaluronová 
CAC kritická asocianí koncentrace (Critical Association Concentration) 
Nagg agreganí íslo 
Sc solubilizaní kapacita 
Sp solubilizaní síla 
ε molární absorpní koeficient [mol−1 m2] 
λ vlnová délka [nm] 
A absorbance 
Eα (±)-α-tokoferol 
SOG Sudan Orange G (Sudanová oranž) 
SRG Sudan Red G (Sudanová erve) 
NR Nilská erve (Nile Red) 
Pe Perylen (Perylene) 
Py Pyren (Pyrene) 
IF intenzita fluorescence 
εr relativní permitivita 
nD
20
 index lomu 
∆f  orientaní polarizovatelnost 




Píloha I UV-VIS spektrofotometr, Cary 50 Probe 
 
 
Píloha II Luminisnenní spektrometr, AMINCO-Bowman, Series 2 
 
